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AHR receptor arilnih ogljikovodikov  (angl. aryl-hydrocarbon receptor) 
CADD algoritem za napovedovanje patogenosti različic (angl. combined 
annotation–dependent depletion) 
CŽS centralni živčni sistem 
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MSS skupina preiskovancev sporadično MS v pričujoči raziskavi 
NGS sekvenciranje nove generacije (angl. next-generation sequencing) 
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receptor) 
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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN POVOD ZA RAZISKAVO 
 
Multipla skleroza (MS) je kronična vnetna demielinizacijska in nevrodegenerativna bolezen 
centralnega živčnega sistema (CŽS) z vrhom pojavnosti med dvajsetim in štiridesetim letom 
starosti. Trenutno velja za neozdravljivo bolezen s hudo in napredujočo klinično sliko, zaradi 
katere postanejo številni bolniki izrazito gibalno ovirani. Kot taka predstavlja enega izmed 
poglavitnih vzrokov za invalidnost mladih odraslih v razvitem svetu in s tem velik 
zdravstveni ter socio-ekonomski problem (Dobson in Giovannoni, 2019). 
 
Etiologija MS še ni razjasnjena, znano pa je, da gre za eno izmed multifaktorskih bolezni, ki 
nastanejo kot posledica skupnega prispevka dednih dejavnikov, dejavnikov okolja in 
njihovega medsebojnega vplivanja (Manolio in sod., 2009). Celoto genetskih dejavnikov 
predstavlja genom, celoto okoljskih dejavnikov pa (analogno) imenujemo ekspozom. 
 
Osnovne dokaze v prid pomenu dednih dejavnikov pri nastanku MS predstavlja s stopnjo 
sorodstva naraščajoča konkordanca obolelosti, ki za enojajčne dvojčke znaša okoli 25 % 
(Willer in sod., 2003). Prav tako je poznanih 233 pogostih genetskih različic, ki predstavljajo 
povečano tveganje za MS (Patsopoulos in sod., 2019). Odkritje le-teh so v zadnjem 
desetletju omogočile asociacijske raziskave po celotnem genomu (GWAS), ki so doživele 
razmah po določitvi človeškega genoma in napredku tehnologije genotipizacije z 
mikromrežami. Med pogostimi različicami je najvplivnejša vloga alela HLA-DRB1*15:01 
znotraj poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa (Jersild in sod., 1972; Hollenbach 
in Oksenberg, 2015). Kljub temu pa so v splošnem njihovi učinki majhni (vsaka različica 
ima na tveganje za MS zelo majhen vpliv) in kljub njihovemu številu, tako kot pri ostalih 
multifaktorskih boleznih, pri MS ostaja tako imenovani problem manjkajoče heritabilitete 
(angl. missing heritability) (So in sod., 2011): doprinos vseh znanih genetskih dejavnikov 
tveganja pojasni le (manjši) delež heritabilitete MS (Goris in sod., 2012). 
 
Med možnimi razlogi za manjkajočo heritabiliteto so še neodkriti dedni dejavniki v obliki 
redkih genetskih različic (Bomba in sod., 2017). Medtem ko so se študije GWAS izkazale 
kot zelo uspešne pri odkrivanju pogostih genetskih različic povezanih z različnimi 
boleznimi, pa so za odkrivanje redkih neprimerne, predvsem iz dveh razlogov: prvič, sama 
tehnologija genotipizacije z mikromrežami zahteva poprejšnje znanje o obstoju iskane 
genetske različice; in drugič, statistična moč analize GWAS z nižanjem frekvence iskanih 
različic hitro pada. 
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Naslovitev prvega problema nam je omogočila tehnologija sekvenciranja nove generacije 
(NGS), katere razvoj v zadnjem desetletju nam prvič v zgodovini omogoča cenovno 
dostopno določanje zaporedja DNA na ravni človeškega genoma. Osnovno aplikacijo 
tehnologije NGS predstavlja sekvenciranje celotnega genoma (WGS). V klinične (in 
raziskovalne) namene se je uveljavilo predvsem sekvenciranje celotnega eksoma (WES), to 
je kodirajočega dela genoma, ki predstavlja okoli 1 % celotnega človeškega genoma in s tem 
sprejemljivo ceno preiskave. Tehnologija NGS določa DNA zaporedje in s tem omogoča 
odkrivanje vseh, tudi poprej še nepoznanih izjemno redkih genetskih različic, vključno s 
tako imenovanimi »de novo« različicami, ki so rezultat mutacije v zarodnih celicah in so 
lahko edinstvene preiskovancu. Razmah NGS tehnologije v svetu je v zadnjih letih generiral 
velike količine DNA-sekvenčnih podatkov, ki so zbrani v podatkovnih bazah, med katerimi 
je največja »gnomAD« (Karczewski in sod., 2020; Lek in sod., 2016). Ena izmed 
pomembnih ugotovitev, ki izhaja iz zbranih DNA-sekvenčnih podatkov, je tudi dejstvo, da 
izjemno redke različice prispevajo večino človeške genetske raznolikosti (Lek in sod., 2016), 
le-te pa so v kontekstu multifaktorskih bolezni relativno slabo raziskane. 
 
Naslovitev drugega problema (zmanjševanje statistične moči z zniževanjem frekvence 
genetskih različic) nam ponuja metoda skupne obravnave različic preko koncepta 
»mutacijskega bremena«. Namesto da se vsaka različica statistično obravnava individualno, 
se obravnava seštevek različic odkritih na vnaprej določenih segmentih genoma (Lee in sod., 
2014). Segment genoma, na katerem poteka agregacija različic, imenujemo tarča in lahko 
pripada posameznemu genu ali več genom, ki skupaj sestavljajo smiselno enoto – na primer 
biokemično sintezno ali signalizacijsko pot. Koncept mutacijskega bremena temelji na 
dejstvu, da imajo različne genetske različice lahko funkcijsko enakovredne učinke na 
kodirajoč protein. Za razliko od pogostih različic, katerih povezanost z boleznimi ugotavljajo 
GWAS, in ki same po sebi večinoma niso vzročne (predstavljajo le označevalce za 
pripadajoč haplotip), pa protein-kodirajoče redke različice pogosto neposredno vplivajo na 
funkcijo proteina. Kljub temu pa je tudi med kodirajočimi redkimi različicami večina takih, 
ki funkcijsko niso pomembne (na primer sinonimne različice, ki aminokislinske sestave 
proteina ne spremenijo). Upoštevanje le-teh tako v analizi mutacijskega bremena predstavlja 
statistični šum, ki ga lahko zmanjšamo z upoštevanjem le genetskih različic, za katere obstaja 
povišana verjetnost funkcijskega vpliva. Sistematični okvir za razvrščanje genetskih različic 
glede na verjetnost funkcijskih posledic nam ponujajo splošno sprejete smernice ACMG 
(»American college of medical genetics and genomics), razvite za klinično interpretacijo 
patogenosti redkih genetskih različic (Richards in sod., 2015), ki se med drugim opirajo na 
algoritme napovedovanja patogenosti različic in pa predvsem na frekvenco različic v splošni 
populaciji. Prav določitev te pa nam po novem omogočajo podatkovne baze zbranih 
podatkov NGS, kot je že omenjena »gnomAD«. 
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Kombinacija tehnologije NGS, koncept mutacijskega bremena in razvrščanje različic glede 
na predviden funkcijski vpliv nam torej omogočajo inovativen način preiskovanja pomena 
redkih različic tudi v raziskavah multifaktorskih bolezni z omejenim številom 
preiskovancev. Za razliko od raziskav, ki temeljijo na analizi rodovnika, s katerimi lahko 
odkrivamo le visoko penetrantne patogene različice, pa koncept mutacijskega bremena 
omogoča tudi odkrivanje redkih različic z nepopolno ali nižjo penetranco. Pomembno je tudi 
dejstvo, da ob vnaprej izbrani tarči povišano mutacijsko breme predstavlja eno samo 
hipotezo, ne glede na velikost izbranega segmenta genoma (število genov), ki ga zajema 
tarča. Na izbor tarče v pričujoči raziskavi je vplivalo predvsem nedavno opravljeno delo naše 
raziskovalne skupine, ki je vodilo do odkritja več redkih različic v genu NLRP1, za katere je 
bilo na podlagi analize rodovnikov družin z več za MS obolelimi člani postavljen utemeljen 
sum, da pomembno vplivajo na pojav MS v preiskovanih družinah (Maver in sod., 2017). 
NLRP1 in njegov paralogni gen NLRP3 sta poglavitna sestavna dela inflamasoma, osrednje 
celične strukture za regulacijo prirojenega imunskega odziva, katerega pomen za MS 
navajajo tudi drugi avtorji (Barclay in Shinohara, 2017; Peelen in sod., 2015; Malhotra in 
sod., 2015; Inoue in Shinohara, 2013). Kot tarčo smo izbrali panel genov z znanim vplivom 
na njegovo regulacijo.  
 
Še enega izmed do sedaj slabo raziskanih verjetnih genomskih dejavnikov tveganja za MS, 
ki bi lahko pojasnili del manjkajoče heritabilitete, predstavljajo polimorfne insercije  
človeških endogenih retrovirusov (angl. human endogenous retroviruses – HERV) 
(Dalgaard, 2016). HERV insercije so dolgo veljale za v človeški populaciji fiksirane alele (v 
populaciji obstaja le en alel in je prisoten v genomu vseh ljudi), nedavno pa so objavili več 
lokusov (Wildschutte in sod., 2016), na katerih so HERV insercije prisotne pri le določenih 
posameznikih (v populaciji nefiksirane oziroma polimorfne HERV insercije). Te 
predstavljajo do sedaj neprepoznano genetsko raznolikost pri človeku, ki je zanimiva v 
kontekstu s HERV-povezanimi boleznimi, kot je MS (poglavje 2.1.3). Populacijsko 
nefiksirane HERV insercije pripadajo evolucijsko najmlajši družini HERV-ov (HERV-K, 
skupina HML-2), ki je v primerjavi z ostalimi obogatena s še vedno funkcionalnimi bralnimi 
okvirji (Wildschutte in sod., 2016). Ker njihov sistematični pregled v kontekstu MS še ni bil 
objavljen v znanstveni literaturi, smo frekvence insercijskih alelov primerjali med bolniki z 
MS in etnično ujemajočimi se kontrolnimi preiskovanci. 
 
Ekspozomske dejavnike tveganja za MS lahko razdelimo na infektivne in neinfektivne. Prve 
predstavljajo okužbe z izbranimi mikroorganizmi (Belbasis in sod., 2015), med katerimi 
daleč največ dokazov za povezavo z MS obstaja za humani herpes virus 4, poznan predvsem 
kot virus Epstein-Barr (EBV). Okužba z EBV za vsaj 4-krat poveča tveganje za razvoj 
multiple skleroze,  pri posameznikih, ki so ob okužbi razvili mononukleozo, pa se tveganje 
za MS po nekaterih ocenah poveča za več kot 20-krat (Ascherio in Munger, 2007). Ena 
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izmed poglavitnih lastnosti EBV je, da v spominskih B-celicah v krvi in ustni votlini 
vzpostavi doživljenjsko latentno okužbo (Babcock in sod., 1998; Khan in sod., 1996). Poleg 
tega je virus sposoben okužbe epitelijskih celic, glede na novejše najobširnejše raziskave pa 
je prisoten tudi v CŽS večine (90 %) preiskovancev z MS, pri katerih so ga dokazali tudi v 
astrocitih in mikrogliji (Hassani in sod., 2018). Stalna prisotnost EBV v spominskih B-
celicah omogoča detekcijo njegovega genoma v krvi tudi v asimptomatskem stadiju okužbe. 
Medtem ko so analize tako določene viremije pogost pristop pri raziskavah opravljenih na 
preiskovancih po presaditvi organov, pa večina raziskav v kontekstu MS temelji na 
določanju seropozitivnosti (prisotnost za EBV specifičnih protiteles). V sklopu naše 
raziskave smo viremijo EBV določili v odvisnosti od starosti preiskovancev ter ločeno za 
sporadične in družinske bolnike z MS, kar v luči do sedaj objavljene znanstvene literature 
predstavlja novost. 
 
Etiologija MS je znano povezana tudi z nekaterimi neinfektivnimi dejavniki tveganja iz 
okolja. Poznana je povezava med incidenco MS in geografsko zemljepisno širino, kar večina 
raziskovalcev pripisuje vplivu UV svetlobe in z njo povezano sintezo vitamina D (Handel in 
sod., 2010). Obstajajo tudi dokazi za vpliv številnih drugih z okoljem povezanih dejavnikov, 
kot sta debelost v adolescenci in izpostavljenost organskim topilom (Landtblom in sod., 
1996; Aryal in sod., 2001). A med neinfektivnimi dejavniki tveganja, na katere lahko 
vplivamo, najmočnejši dokazi obstajajo za vpliv kajenja tobaka (Belbasis in sod., 2015). V 
zadnjem času so številne epigenetske raziskave celotnega genoma (EWAS) odkrile lokuse v 
človeškem genomu, ki so v odvisnosti od kajenja trajno in pomembno različno metilirani in 
bi lahko služili kot biološki označevalci (biomarkerji) izpostavljenosti tobačnemu dimu 
(Ladd-Acosta, 2015). Tovrstne dejavnike tveganja se je pri raziskavah MS in ostalih 
multifaktorskih boleznih do sedaj preučevalo s pomočjo vprašalnikov in anket, ki pa so 
izrazito subjektivnega značaja. Po drugi strani pa nam epigenetska analiza metilacije prvič 
omogoča objektivnejši vpogled v pomen kajenja za MS in hkrati tudi umestitev njegovih 
učinkov v posamezne celične biološke poti.  
 
Krovni problem, ki je hkrati tudi povod za pričujoče delo, so torej nerazjasnjena vprašanja 
manjkajoče heritabilitete ter interakcije genomskih in ekspozomskih dejavnikov tveganja za 
MS. Specifično smo se osredotočili na prispevek redkih genetskih različic v inflamasomski 
poti, sistematično genotipizacijo populacijsko nefiksiranih HERV insercij, določanju 
prisotnosti virusne DNA v krvi preiskovancev, in pa epigenetsko analizo lokusov, katerih 
metilacija je odvisna od posameznikove izpostavljenosti tobačnemu dimu. Hkratna analiza 
omenjenih dejavnikov v kombinaciji z za MS najpomembnejšim do sedaj prepoznanim 
genetskim dejavnikom tveganja, alelom HLA-DRB1*15:01, nam je omogočila vpogled v 
njihovo medsebojno interakcijo v kontekstu MS. Dodatni vpogled v doprinos omenjenih 
dejavnikov tveganja v primerjavi z obstoječo znanstveno literaturo pa nam je omogočila tudi 
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zasnova raziskave, saj smo ločeno obravnavali sporadične bolnike z MS in pa bolnike, pri 




1. S hkratno analizo genomskih in epigenomskih sprememb ter virusne integracije lahko 
doprinesemo k razumevanju etiopatogeneze multiple skleroze. 
 
2. Redke genetske različice v inflamasomski poti predstavljajo pomemben etiološki dejavnik 
pri multipli sklerozi. 
 
3. Z analizo epigenomskih sprememb in prisotnosti virusov v krvi preiskovancev lahko 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 GENOMSKI DEJAVNIKI TVEGANJA ZA MS 
 
Do sedaj poznani genomski dejavniki tveganja za MS v veliki večini prihajajo iz GWAS, ki 
temeljijo na primerjavi pogostnosti posameznih genetskih različic med velikim številom 
preiskovancev z boleznijo in tistih brez nje (kontrolni preiskovanci). GWAS na področju 
MS (Beecham in sod., 2013; Patsopoulos in sod., 2019) praviloma izvaja mednarodni 
konzorcij za genetiko MS, saj tovrstne študije zahtevajo velik vzorec preiskovancev. Zaradi 
vpeljanih strogih standardov za statistično značilnost so rezultati GWAS praviloma 
ponovljivi, najnovejši rezultati pa so na voljo tudi v spletnih podatkovnih bazah (Buniello in 
sod., 2019). 
 
Rezultati GWAS so omejeni na predhodno poznane polimorfizme enega nukleotida (SNP), 
ki so razporejeni po celotnem genomu. Genotipizacija z GWAS določenih za MS 
pomembnih lokusov tako ni bila dostopna z metodologijo WES uporabljeno v naši raziskavi. 
Izjemo predstavlja kompleks HLA in s tem najpomembnejša genetska dejavnika, ki  tveganje 
za MS povišata, alel HLA-DRB1*15:01, oziroma zmanjšata, alel HLA-A*02:01 (Sawcer in 
sod., 2011). Z vključitvijo genotipizacije omenjenih dobro opredeljenih lokusov v našo 
raziskavo, smo predvsem pridobili možnost relativne ocene pomembnosti ostalih 
preučevanih dejavnikov tveganja za MS, ki so predstavljali fokus naše raziskave. Izbrane 
različice, ki predstavljajo rezultate dosedanjih GWAS na področju MS in vplivajo na 
preučevano inflamasomsko pot, opisujemo v poglavju 5.1.1. 
 
2.1.1 Redke genetske različice in MS 
 
Raziskave, pri katerih so z uporabo NGS preučevali pomen redkih različic pri MS, so za 
enkrat redke. Ramagopalan in sod. (2011) so z uporabo WGS odkrili redke različice tveganja 
za MS v genu CYP27B1, ki kodira encim odgovoren za zadnji korak sinteze vitamina D.  
Dyment in sod. (2012) so z uporabo WES na družini s 15 prizadetimi člani odkrili redko 
genetsko različico v genu TYK2, ki predstavlja dejavnik tveganja za MS. Podobno so Wang 
in sod. (2016) v genu NR1H3 opisali redko različico, ki je z MS segregirala (nepopolno) v 
dveh neodvisnih družinah z več prizadetimi člani. Sledeč rezultatom naše predhodne 
raziskave (Maver in sod., 2017) so redke različice v inflamasomski poti pri MS preiskovali 
Bernales in sod. (2018). Različic objavljenih z naše strani v genu NLRP1 niso odkrili, so pa 
objavili nekatere nove, od katerih smo dve odkrili tudi pri preiskovancih vključenih v 
pričujočo raziskavo (glej poglavje 4.1.1). 
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Doprinos redkih funkcionalno pomembnih različic so že opisali pri številnih drugih 
multifaktorskih boleznih (Bomba in sod., 2017). Med boleznimi CŽS so najvidnejše 
Alzheimerjeva (Tanzi, 2013) in Parkinsonova bolezen (Gasser, 2009) ter amiotrofična 




Inflamasomi so multiproteinske celične strukture, pomembne predvsem pri uravnavanju 
odziva prirojenega imunskega sistema. Vpleteni so v etiologijo vnetnih (de Torre-Minguela 
in sod., 2017), avtoimunskih (Yang in Chiang, 2015) in nevroloških bolezni (Song in sod., 
2017), vključno z MS (Barclay in Shinohara, 2017; Peelen in sod., 2015; Malhotra in sod., 
2015; Inoue in Shinohara, 2013). Ključni sestavni del inflamasoma predstavlja receptor za 
prepoznavanje molekularnih vzorcev (angl. pattern recognition receptor – PRR). Glede na 
vsebovan PRR razlikujemo več vrst inflamasomov. V naši raziskavi smo se  osredotočili na 
najpogosteje preučevana tipa inflamasoma, NLRP1 in NLRP3, ki imata podoben način 
delovanja in regulacije. Kanonična aktivacija inflamasoma zahteva pripravljalni (angl. 
priming) korak, ki spodbudi transkripcijo in translacijo glavnih inflamasomskih genov: 
NLRP1/3 in kaspaze-1 (CASP1) (Latz in sod., 2013). Množica različnih molekul, ki so 
sestavni del patogenov ali pa jih sprošča celica podvržena celičnemu stresu sama (angl. 
pathogen/danger associated molecular patterns - PAMP/DAMP), lahko nato s svojo vezavo 
na PRR sprožijo njegovo oligomerizacijo s CASP1 in adapterskim proteinom, ki ga kodira 
gen PYCARD, ter s tem sestavo inflamasomske strukture. Sestavljen inflamasom je nato 
zmožen proteolitične aktivacije njegovih efektorskih molekul: interlevkin-1β (IL-1β) in IL-
18, ki delujeta proinflamatorno. Negativna regulacija inflamasoma vključuje številne celične 
mehanizme, vključujoč sekvestracijo inflamasomskih proteinov (Indramohan in sod., 2018) 
ter njihovo posttranslacijsko modifikacijo, ki vodi do njegove avtofagije (Zhong, Sanchez-
Lopez, in sod., 2016; Seveau in sod., 2018). Regulacija aktivacije inflamasoma je 
kompleksna in odvisna od medsebojne interakcije številnih v regulacijo vpletenih proteinov 
(Poudel in Gurung, 2018). Obširnejši pregled funkcije in regulacije inflamasoma podajamo 
v razpravi (poglavja 5.1.1 in 5.3.2). 
 
2.1.3 Človeški endogeni retrovirusi in MS 
 
Človeški endogeni retrovirusi (angl. human endogenous retroviruses – HERV) so 
retrotranspozonski genetski elementi, za katere je značilno, da se z reverzno transkripcijo 
lahko pomnožujejo in vstavijo (angl. insertion) na drugem lokusu znotraj istega genoma. 
Njihova struktura je podobna retrovirusni, z Gag, Pro, Pol in Env bralnimi okvirji, ki jih 
obdajajo dolge terminalne ponovitve (angl. long terminal repeats – LTR). Tekom evolucije 
so se HERV-i razširili po našem genomu, a so pri človeku izgubili sposobnost pomnoževanja 
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zaradi nakopičenja mutacij. Poleg tega se je zaradi procesov homologne rekombinacije med 
obema LTR zaporedjema, pri čemer se izreže preostali del provirusa (Hughes in Coffin, 
2004), na 85 % integracijskih lokusih (R. Belshaw in sod., 2007) ohranilo le še LTR 
zaporedje, ki jih imenujemo »solo-LTR« HERV insercije. Zaporedja, ki izvirajo iz različnih 
družin HERV-ov, danes pri človeku predstavljajo 8 % celotnega genoma in so na številnih 
lokusih prevzela pomembne fiziološke funkcije, vključno z regulacijo prirojenega 
imunskega odziva (Chuong in sod., 2016). Po drugi strani pa je njihovo nekontrolirano 
izražanje povezano z nekaterimi boleznimi CŽS, vključno z MS (Manghera in sod., 2014). 
 
HERV insercije v človeškem genomu so dolgo veljale za v populaciji fiksirane alele. 
Nedavno pa je več raziskav (Marchi in sod., 2014; Wildschutte in sod., 2016) objavilo 
primere lokusov HERV insercij, ki so prisotne le pri določenih posameznikih. Te 
predstavljajo do sedaj neprepoznano genetsko raznolikost pri človeku, ki je zanimiva v 
kontekstu s HERV-povezanimi boleznimi, kot je MS. Tako HERV-i polne dolžine, s 
strukturo in geni podobnimi retrovirusnim, kot tudi solo-LTR HERV zaporedja nosijo 
potencial za vpliv na etiologijo MS. HERV-i polne dolžine bi lahko delovali v trans (na 
oddaljene lokuse) preko izražanja antigenov (Sutkowski in sod., 2001) ali pa preko prispevka 
k naboru genov, ki so na voljo za rekombinacijo med HERV zaporedji na različnih lokusih 
v genomu (Dewannieux in sod., 2006). LTR zaporedja imajo močno promotorsko delovanje 
(Cohen in sod., 2009) in vsebujejo številna vezavna mesta za transkripcijske faktorje 
(Manghera in Douville, 2013). Na izražanje bližnjih genov pa lahko vplivajo tudi preko 
transkripcijske kolizije ali RNA interference (Karamitros in sod., 2018). Na ta način lahko 
v cis (na lokuse v neposredni bližini) delujejo tudi solo-LTR HERV insercije (Dunn in sod., 
2006; Romanish in sod., 2007), ki jih pogosto najdemo v bližini genov z vlogo pri regulaciji 
imunskega sistema. 
 
2.2 EKSPOZOMSKI DEJAVNIKI TVEGANJA ZA MS 
 
2.2.1 Infektivni dejavniki tveganja iz okolja 
 
Najpomembnejši infektivni dejavnik tveganja za MS predstavlja okužba z EBV (Belbasis in 
sod., 2015). Epidemiološke študije kažejo na univerzalno EBV seropozitivnost pri bolnikih 
z MS in okužbo navajajo kot pogoj za bolezen (Pakpoor in sod., 2013; Dobson in sod., 2017). 
Več raziskav dokazuje spremenjen odziv imunskega sistema na EBV pri bolnikih z MS 
(Ascherio in Munger, 2010; Pender in sod., 2017; Serafini in sod., 2019), a njegova vloga v 
patogenezi MS še ni dokončno pojasnjena. 
 
Več raziskav je z MS povezovalo tudi herpes-virus 6 (HHV-6), (Simpson in sod., 2012; 
Leibovitch in Jacobson, 2014). Kljub temu da so dokazi v prid njegove povezave z MS 
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šibkejši od tiste z EBV (Tao in sod., 2017), pa smo se za analizo prisotnosti HHV-6 odločili 
zaradi njegove možne integracije v gostiteljev genom (Morissette in Flamand, 2010; Goel in 
sod., 2013; Delecluse in Hammerschmidt, 1993). Ocenjujejo, da je pri enem odstotku 
populacije prisotnost HHV-6 v telomerah podedovana v skladu z Mendelskimi zakoni 
(Morissette in Flamand, 2010), kar lahko povečuje dovzetnost tudi za nove eksogene okužbe 
(Pantry in sod., 2013). Podedovana okužba z HHV-6 bi tako lahko pomenila še neraziskan 
dedni dejavnik za MS. 
 
2.2.2 Neinfektivni dejavniki tveganja iz okolja 
 
Med neinfektivnimi dejavniki tveganja je najdlje poznana povečana incidenca MS z 
naraščanjem zemljepisne širine, za kar je odgovorna zmanjšana izpostavljenost sončni 
svetlobi in z njo povezana sinteza vitamina D (Simpson in sod., 2011; Handel in sod., 2010). 
Longitudinalne raziskave so pokazale, da je pojavnost MS obratno povezana s koncentracijo 
25-hidroksivitamina D v plazmi, še posebej pri preiskovancih mlajših od dvajset let (Munger 
in sod., 2006). Vpliv vitamina D na MS pa dokazujejo tudi raziskave na živalskih modelih 
(Cantorna in sod., 1996; Spach in Hayes, 2005). 
 
Pomemben dejavnik tveganja za MS je kajenje tobaka (Degelman in Herman, 2017). Poleg 
dokazov iz asociacijskih raziskav na vzročnost nakazujejo tudi prospektivne raziskave 
(Hernán in sod., 2001). Nedavno so epigenetske študije celotnega genoma (EWAS) odkrile 
lokuse, ki so v DNA izolirani iz celotne periferne krvi v odvisnosti od kadilskega statusa 
preiskovancev pomembno različno metilirani (Ladd-Acosta, 2015). Številne izmed njih so 
konsistentno in z visoko statistično značilnostjo replicirale raziskave opravljene na različnih 
svetovnih populacijah (Breitling in sod., 2011; Wan in sod., 2012; Philibert in sod., 2013; 
Zeilinger in sod., 2013; Dogan in sod., 2014). Odkriti so bili tako lokusi, povezani s 
trenutnim kadilskim statusom preiskovancev, kot tudi lokusi, katerih stopnja metilacije 
ostane spremenjena tudi več let po prenehanju kajenja. Za nekatere izmed njih so dokazali 
korelacijo med stopnjo metilacije in kumulativno izpostavljenostjo kajenju (Zhang idr., 
2014), njihova napovedna vrednost za določanje izpostavljenosti tobačnemu dimu pa je bila 
nedavno ovrednotena na neodvisni populaciji zdravih oseb, kjer so napovedi kadilskega 
statusa na podlagi stopnje metilacije izbranih lokusov dosegale izjemno natančnost (ploščina 
pod krivuljo operativne karakteristike > 0.99) (Philibert idr., 2018). Odprto pa ostaja 
vprašanje, ali so takšne napovedi zanesljive tudi za preiskovance z boleznimi, ki so 
neodvisno od kadilskega statusa povezane z drugačno metiliranostjo istih ali bližnjih 
lokusov, med katere spada tudi MS. 
 
Kot dejavnik tveganja za MS je prepoznana tudi prekomerna debelost v zgodnji življenjski 
dobi, predvsem v adolescenci (Munger in sod., 2009). Številne longitudinalne kohortne 
10 
Vidmar L. Integrativna analiza izbranih genomskih in ekspozomskih dejavnikov tveganja za multiplo sklerozo. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
raziskave so asociacijo potrdile predvsem za ženske, med tem ko so zaradi nižje statistične 
moči povezane z nižjo prevalenco MS med moškimi zanje dosegle le mejno statistično 
značilnost (Gianfrancesco in Barcellos, 2016). Da je učinek debelosti sicer prisoten pri obeh 
spolih, dokazujejo tudi raziskave s kontrolno skupino (Hedström in sod., 2012). 
 
2.3 INTERAKCIJE MED POZNANIMI DEJAVNIKI TVEGANJA ZA MS 
 
Enega izmed glavnih motivatorjev za analizo herpes-virusov 4 (EBV) in 6 ter HERV 
zaporedij v pričujoči raziskavi so predstavljale raziskave, ki navajajo njihovo medsebojno 
interakcijo v kontekstu MS (Perron in Lang, 2010; Tai in sod., 2009). Omenjene raziskave 
navajajo možnost transaktivacije transkripcije HERV zaporedij na podlagi proteinov, ki jih 
izražata omenjena virusa ali celičnih sprememb izzvanih zaradi okužbe. V skladu s tem so 
HERV zaporedja že bila predlagana kot manjkajoči člen med okužbo z EBV in MS 
(Dalgaard, 2016). 
 
Znano je, da lahko k reaktivaciji latentne okužbe s herpes virusi prispevajo nekateri dejavniki 
iz okolja, na primer izpostavljenost UV svetlobi (DasGupta in Summers, 1978), ki je prav 
tako povezana z etiologijo MS. Po drugi strani pa raziskave navajajo zmanjšan imunski 
odziv na HERV zaporedja kot posledico terapije z interferonom-β, ki predstavlja glavno 
terapijo bolnikov z MS (Petersen in sod., 2012).    
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3 MATERIALI IN METODE 
 
Raziskavo smo izvedli na Kliničnem inštitutu za genomsko medicino (KIGM) 
Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. Sodelovanje preiskovancev v raziskavi je bilo 
prostovoljno in anonimno. Za vsak vzorec je bila pridobljena podpisana privolitev 
preiskovanca. Raziskava je bila opravljena skladno z načeli Helsinške deklaracije o 
biomedicinskih raziskavah pri človeku, določili Konvencije Sveta Evrope o varovanju 
človekovih pravic in dostojanstva človeškega bitja v zvezi z uporabo biologije in medicine 
v skladu z Oviedsko konvencijo. Raziskavo je odobrila Komisija za medicinsko etična 
vprašanja Republike Slovenije (sklep št.: 90/08/12) 
 
3.1 PREISKOVANCI IN NAČRT RAZISKAVE 
 
Preiskovanci so bili razvrščeni v tri skupine: preiskovanci s sporadično obliko MS (skupina 
MSS), preiskovanci z družinsko oziroma familiarno obliko MS (MSFAM), kontrolni 
preiskovanci (skupina KONTR). Diagnoza MS je bila predhodno vzpostavljena v skladu z 
McDonaldovimi kriteriji (Polman in sod., 2011). Preiskovanci iz skupine MSFAM so imeli 
v družini vsaj še enega sorodnika iz prvega kolena z MS. V preiskavo je bil vključen le en 
član iz vsake družine. Odsotnost sorodstva (do vsaj četrtega kolena) med preiskovanci smo 
potrdili z genetsko analizo po poreklu identičnih segmentov z orodjem »Vcftools«, kot so  
metodo opisali Manichaikul in sod. (2010). Skupina MSS je vključevala bolnike z MS brez 
znanih za MS obolelih sorodnikov (ugotovljeno na podlagi usmerjenega vprašalnika). 
Skupino KONTR so sestavljali po spolu, starosti in etničnosti ujemajoči se posamezniki, ki 
so bili na KIGM napoteni zaradi suma na Mendelsko bolezen nepovezano z MS (odsotnost 
inflamatornih in avtoimunskih bolezni ter bolezni CŽS). Preiskovanci so prihajali iz 
slovenske, hrvaške in srbske populacije. 
 
Raziskava je potekala v dveh fazah. V prvi fazi smo na osnovnem naboru 102 preiskovancev 
z metodo WES in njeno razširitvijo na izbrane tarčne segmente človeškega in virusnih 
genomov naslovili vsa 4 glavna eksperimentalna vprašanja: redke različice v inflamasomski 
poti, genotipizacija HERV insercij, prisotnost DNA zaporedij eksogenih patogenih 
organizmov in epigenetsko oceno izpostavljenosti kajenju. V skladu z obetavnostjo 
rezultatov v prvi fazi preiskave in pa sredstvi, ki so bila na voljo, smo nabor preiskovancev 
razširili v drugi, usmerjeni fazi raziskave, kjer smo poleg NGS uporabili tudi dopolnilne 
eksperimentalne metode. 
 
Osnovni nabor 102 preiskovancev je vključeval po 34 preiskovancev iz vsake skupine (MSS, 
MSFAM, KONTR), starosti med 26 in 34 let z enakovredno zastopanostjo po spolih. V 
usmerjeni fazi smo v raziskavo vključili dodatnih 217 preiskovancev, pri katerih smo 
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opravili standardni WES. Izmed njih smo naključno (upoštevajoč ujemanje med skupinami 
po starosti in spolu) izbrali 151 preiskovancev, pri katerih smo napravili tudi usmerjene 
analize, ki niso temeljile na NGS. Z metodo polimerazne verižne reakcije dolgega dosega 
(angl. long-range PCR - lrPCR) smo določali prisotnost HERV insercijskih alelov na 
izbranih lokusih ter z metodo realno-časovne kvantitativne polimerazne verižne reakcije 
(qPCR) smo v krvi preiskovancev določili bremena virusov EBV in HHV-6. Vse 
raziskovalne metode smo izvedli tudi na 102 preiskovancih vključenih v prvo fazo preiskave. 
Skupno število preiskovancev (Slika 1), za katere smo v raziskavi pridobili standardne WES 
podatke (uporabljene za določanje bremena redkih različic), je tako znašalo 319 (89 MSS, 
86 MSFAM, 144 KONTR), skupno število preiskovancev s podatki lrPCR in qPCR pa 253 
(86 MSS, 72 MSFAM, 95 KONTR). Standardna metoda WES nam je pri vseh preiskovancih 
omogočila tudi genotipizacijo izbranih lokusov HLA regije. V primerjavi z genetskimi 
različicami, ki od starosti preiskovanca niso odvisne, ima starost lahko vpliv na virusno 
breme v krvi. Starostna porazdelitev 253 preiskovancev, pri katerih smo ga določali, je 
prikazana na sliki 2. 
                     
          
        
          
                     
                
           
                   
                              
                
   
                 
                  
           
                
   
               
            
                
   
          
        
          
          
        
           
Slika 1:  Načrt raziskave. 
Notranji okvir predstavlja prvo, neusmerjeno fazo raziskave, zunanja dva pa njeno razširitev z 
dodatnimi preiskovanci in metodami. Na preiskovancih  notranjih okvirov smo opravili vse metode 
navedene v zunanjih okvirih. KONTR: kontrolna skupina, MSFAM: skupina z družinsko MS, MSS: 
skupina s sporadično MS, WES: sekvenciranje celotnega eksoma, ciljani NGS: sekveniranje po meri 
določenih tarčnih regij genoma z metodo sekvenciranja naslednje generacije, qPCR: kvantitativni 
PCR, lrPCR: PCR dolgega dosega, HLA: humani levkocitni antigen, HERV: človeški endogeni 
retrovirusi, EBV: Epstein-Barr virus, HHV-6: humani herpes virus 6. 
Figure 1:  Outline of the research. 
The inner frame represents the initial, unfocused stage of the study, and the outer frames its extension 
with additional probands and research methods. All methods performed to extend the study were also 
performed on the initial set of probands. KONTR: control group, MSFAM: familial MS group, MSS: 
sporadic MS group, WES: whole-exome sequencing, ciljani NGS: next-generation sequencing with 
custom target regions, qPCR:  real-time quantitative PCR, lrPCR: long-range PCR, HLA: human 
leukocyte antigen, HERV: human endogenous retroviruses, EBV: Epstein-Barr virus, HHV-6: 
human herpesvirus 6.  
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Slika 2:  Starostna razporeditev 253 preiskovancev 
Prikazana je starostna porazdelitev preiskovancev, pri katerih smo (poleg ostalih analiz) v krvi 
določili virusno breme. KONTR: kontrolna skupina, MSFAM: skupina z družinsko MS, MSS: 
skupina s sporadično MS. 
Figure 2:  Age distribution of the 253 probands 
The figure shows the age distribution of the probands which had their viral burden determined in 
their blood (in addition to other analyses). KONTR: control group, MSFAM: familial MS group, 
MSS: sporadic MS group. 
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3.2.1 Laboratorijske metode 
 
3.2.1.1 Izolacija DNA 
 
Za vse eksperimente je osnovni material predstavljala iz polne periferne krvi izolirana DNA. 
 
DNA je bila iz krvi izolirana s sistemom FUJIFILM QuickGene-610L in kitom za izolacijo 
DNA iz polne periferne krvi. Sistem izolacije temelji na obarjanju DNA na mikrofilmski 
membrani, ki specifično veže DNA. Izolacija je bila v celoti opravljena po navodilih 
proizvajalca in je vključevala centrifugiranje, obdelavo vzorca s proteinazo K, obarjanje z 
99 % etanolom in elucijski postopek s 500 µL bidestilirane vode na napravi za avtomatsko 
izolacijo. Vzorci DNA so bili do molekularnih analiz shranjeni na -20 °C. Koncentracijo 
DNA smo merili s spektrofotometrično metodo, z napravo NanoDrop 1000 (Thermo 
Scientific, Wilmington, ZDA). 
 
3.2.1.2 Sekvenciranje s tehnologijo NGS 
 
Za namene določanja mutacijskega bremena v inflamasomski poti smo na vseh 319 
preiskovancih opravili sekvenciranje z NGS tehnologijo po standardni metodi WES: 
 
Na 50 ng vzorca DNA smo opravili encimsko fragmentacijo in obogatitev tarč po protokolu 
Illumina Nextera Coding Exome (Illumina, San Diego, ZDA) za zajem kodirajočih predelov 
v človeškem genomu. Tarča je skupno zajemala področje 212405 kodirajočih eksonov vseh 
genov človeškega genoma (kar po navedbah proizvajalca zajema 97.8 % kodirajočih regij  
genov). Za analizo kvalitete pripravljenih knjižnic smo uporabili elektroforetsko analizo 
fragmentov z napravo Agilent Bioanalyzer 2100 (s kitom Agilent High Sensitivity) in za 
kvantifikacijo napravo za fluorimetrično določanje koncentracije: »Life Technologies Qubit 
2.0«. Velikosti pripravljenih knjižnic so v vseh primerih znašale od 300-1000 baznih parov, 
molarne koncentracije pa pred redčitvijo v sklopu zagona sekvenatorja v vseh primerih nad 
5 µM. Sekvenciranje smo opravili na dveh sekvenatorjih Illumina HiSeq 2500 v laboratoriju 
inštituta Institute of Applied Genomics (Udine, Italija). Pri vsakem zagonu smo pridobili 
vsaj 60 gigabaz podatkov, kar je zadostovalo za pokritost tarčnih regij 30x. 
 
Glavni izziv je predstavljala zasnova laboratorijskega protokola, ki nam je poleg 
sekvenciranja eksoma omogočal še sekvenciranje dodatnih izbranih tarčnih regij genoma 
človeka in patogenih organizmov, vključno z analizo citozinske metilacije. Za pripravo 
takšne »po meri ciljane« NGS metode smo za pripravo DNA knjižnic uporabili »Illumina 
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TruSeq® DNA PCR-Free LT Sample Preparation Kit« (Illumina, San Diego, ZDA), ki ne 
vključuje PCR. Metoda encimsko fragmentacijo nadomešča z ultrazvočno fragmentacijo 
DNA na 600 baznih parov dolge segmente (sistem Covaris, model M220) ter vključuje na 
citozinih metilirana označevalna (indeksna) zaporedja, ki omogočajo ekvimolarno združitev 
vzorcev 24 preiskovancev v enem zbiru DNA knjižnic (angl. pooled DNA library). Po 
navodilih proizvajalca smo pripravili 5 zbirov DNA knjižnic, 4 s po 24 preiskovanci in enega 
s šestimi (skupno 102 preiskovancev). Zaradi čim manjše pristranskosti povezane s pripravo 
DNA knjižnic je vsaka izmed njih vsebovala enako število preiskovancev iz vsake od skupin 
(MSFAM, MSS, KONTR). 
 
Za obogatitev DNA knjižnic smo pri proizvajalcu »IDT technologies” naročili po meri 
načrtovane biotinilirane DNA sonde dolžine 120 baznih parov (xGen® Custom Target 
Capture Probes), katerih zaporedje smo določili kot komplementarno željenim tarčnim 
regijam genomov. Zaporedje sond smo načrtovali s programsko opremo »Geneious 
v.10.2.4« (Kearse in sod., 2012), unikatnost njihove poravnave na le izbran tarčni lokus na 
človeškem ali ciljanih virusnih genomih pa dodatno preverili z orodjem BLAT 
(http://genome.ucsc.edu/) in BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Seznam 
DNA sond z zaporedji je prikazan v preglednicah 1, 2, 3 in 4. Večino DNA sond 
komplementarnih genomom patogenih organizmov smo namenili virusu EBV, saj za 
njegovo povezanost z MS obstaja daleč največ dokazov. 
 
Obogatitev DNA knjižnic za tarčne regije smo do zadnjega koraka (edini PCR v protokolu) 
izvedli po navodilih proizvajalca (IDT technologies). Pred PCR pomnožitvijo smo alikvot 
DNA knjižnic bisulfitno konvertirali s kitom proizvajalca Zymo research (»EZ DNA 
Methylation-Lightning kit«) po priloženem protokolu. Da smo zmanjšali agresivnost 
postopka in s tem izgubo knjižnic zaradi dvoverižnih prelomov DNA, smo temperaturo vseh 
inkubacij z bisulfitom znižali za 0,5 °C. PCR v sklopu IDT protokola in sekvenciranje 
naravnih in bisulfitno konvertiranih knjižnic je nato potekalo ločeno. Za PCR smo uporabili 
polimerazo, ki omogoča pomnoževanje uracilnih baz (KAPA HiFi HotStart Uracil+). Za 
uspeh epigenetske analize je bil ključnega pomena izbor Illumininega TruSeq® DNA PCR-
Free LT seta reagentov, ki zaradi metiliranih indeksnih zaporedij omogočajo bisulfitno 
konverzijo na zbirih DNA knjižnic in s tem enako obravnavo vseh vzorcev v knjižnici. Za 
kontrolo stopnje konverzije smo pred bisulfitno obravnavo v reakcijo dodali minimalno 
količino (angl. spike in) PCR amplikona iz CpG-bogate genomske regije. Na inštitutu smo 
imeli na voljo začetni oligonukleotid (angl. primer) za pomnožitev dela gena HNF1A na 
genomski lokaciji: hg19 chr12:121431251-121431619. Na tem lokusu se nahaja 83 
citozinov (in 11 CpG parov), ki zaradi predhodne PCR reakcije niso metilirani, zaradi česar 
se ob uspešni bisultifni obravnavi pričakuje njihova konverzija v uracil. 
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Sekvenciranje tako pripravljenih »po meri« obogatenih DNA knjižnic smo izvedli na 
inštitutu KIGM (naprava Illumina MySeq), tako da smo DNA knjižnice dodali k rutinskim 
zagonom naprave (za DNA knjižnice rutinskih zagonov smo uporabljali drug set indeksnih 
zaporedij). Na ta način smo se izognili dodatnim stroškom povezanim s sekvenciranjem, saj 
so ozkociljane eksperimentalne knjižnice zahtevale le zelo majhen del kapacitete zagona 
naprave. Tovrsten pristop pa nam je omogočil tudi »podatkovno titracijo« oziroma večkratne 
ponovitve sekvenciranja istih knjižnic, dokler nismo dosegli željenega podatkovnega praga 
ter enake globine sekvenciranja pri vseh knjižnicah. Pred sekvenciranjem smo DNA 
knjižnice po protokolu denaturirali z 0,1 M NaOH in jo ustrezno razredčili z reagentom HT1 
(proizvajalec Illumina). Za kvantifikacijo pripravljenih knjižnic smo uporabili napravo za 
fluorimetrično določanje koncentracije »Life Technologies Qubit 2.0«. Za interno kontrolo 
kvalitete smo uporabili fragmente virusa PhiX v deležu 1 %. Sekvenciranje je potekalo po 
protokolu obojesmernega sekvenciranja v 2x251 ciklih. 
 
Princip priprave in obogatitve DNA knjižnic ter bioinformatsko obdelavo surovih podatkov 
na primeru tarčnih regij povezanih s HERV zaporedji prikazuje slika 3. 
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Slika 3:  Metoda določanja prisotnosti HERV insercij s ciljano NGS metodo. 
Slika prikazuje zaporedje glavnih elementov laboratorijskega protokola in princip bioinformatske 
analize surovih podatkov. Genotip smo določili glede na razmerje v številu branj, ki so se nalegala 
na referenčno zaporedje z oziroma brez insercije. 
Figure 3:  Genotyping populationally unfixed HERV insertions using targeted NGS. 
The figure depicts the main steps of the laboratory protocol and bioinformatic analysis of the raw 
data (top to bottom): Genomic DNA fragmentation with sonication; DNA library preparation 
(Illumina); enrichment of fragments containing HERV flanking regions with complementary 
sequence DNA probes; DNA sequencing, read alignment to hg19 human reference genome (BWA 
mem algorithm); selection of reads spanning the  HERV breakpoints (based on genomic position); 
alignment of those reads to custom-generated local genomic references which include both insertion 
and deletion alleles; insertion genotype is determined based on the ratio of reads mapped to either of 
them. 
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Preglednica 1: DNA zaporedja obogatitvenih sond za lokuse ob robovih ciljanih HERV insercij. 
Navedene so genomske lokacije, ki so uporabljene v literaturi za unikatno poimenovanje HERV 
lokusov, točka preloma (angl. breakpoint) v verziji hg19 človeškega referenčnega genoma in citat 
objave, kjer je bila insercija prvič opisana pri človeku. 
Table 1: The sequences of DNA enrichment probes targeting HERV flanking regions. 
Provided are the genome locations which are commonly used as unique HERV identifiers in the 
scientific literature, breakpoint coordinates in the hg19 reference genome, and the publication in 
which the insertion was first described in humans. 
 
HERV lokus Prvič opisan 
19p12b - chr19:21841536 Turner in sod., 2001 
ATTTATTTTTTGAACATGTTTCCTGTCTGCCCACAAACACATGCAGACGTTTAGTTTTGATTTA
CATAGAGTTCAATATATGTTAGTCTAAAGATAAACCTTAGGTGTAAGAAAATTATA 
1q41 - chr1:223578302 Marchi in sod., 2014 
ATTCACACTTTATACCAAGAACCAAGGACATCCCAAACTGAATGAAAAGGTAAACAATAGAT
GCCAACATGCGGACAAATGTTAGACTTACCTTAAAAAGAACTTAAAGCCACCATAATA 
11q12.2 - chr11:60449888 Marchi in sod., 2014 
GACCAAGAAAAAAAGAAAGAAGACTTAATTTACTATAATTATAAAGAAAGAACATTACTGA
CAATGTTATAGAAGTAAAAATATTGAACAATCATATGGCAACAAATTAGATAACCTACA 
20p12.1 - chr20:12402385 Marchi in sod., 2014 
TATGCTACCCAATCCTCCATTATGTTCTTTCTCCTATGGCAAGGAAATCTTTACTTCCCTTTGA
AGTGGATTCAGTCTCCTAAAGCATGATGTTTTTGAATTAAATGGCTACTGGGAATT 
1p21.1 - chr1:106015873 Marchi in sod., 2014 
CCATCAGATCACACTTTAAATACCAAGAGCCTATCCTTTTCTTGTATTTGGAACCAACTGGAT
CCAAAGAATATGGGGCAGAAATATTTTTATACCCCATCCTTACTAGTGCAAATACAT 
5q12.3 - chr5:64388438 Marchi in sod., 2014 
GGGGATATGTACTTTATGAAACAAGACCAGAAAACTATGAGTAGTAAACAGGCTGGGATGA
AAAGAAAGCTGCTTGAGATTTTAAAACATTTTAAAATAAAAAACGTAATAGTAGACGTG 
5q14.1 - chr5:80442264 Marchi in sod., 2014 
ATTGCAATTATCATTTGAAGATGAAATTGAAGCTGGCCTATGTGACACATTCTATGTACCCTA
GCAGCTCAGTTGCCCAGGGAGTTAGACTGGCCCAGTTTGAGGTCCCTTACAGACATG 
19q12 - chr19:29855780 Marchi in sod., 2014 
GACCAAAATGTTGATGCTGAACATTTTTGTTTTCTATGTTTGCTTTAACTGGGGAGTCACAAG
TTCAAACAGCCACAGGAACCAATCCTGGGGTGAAGAGTAGGCTGTGTTGGGGACTGT 
8q24.3c - chr8:146086168 Wildschutte in sod., 2016 
TCGTTAACAAGTAGCTACTGCAGTACGGGTAGGGCAGAAGGATATAGGTTGCAGCTGAGGG
AATTGTGTGTGCATTTTTTCCAGGGAGCGCCCTTGAGTTGGTTACACGGAGAGCAGTGC 
Xq21.33 - chrX:93606602 Wildschutte in sod., 2016 
GTTAGAAGCCTCAACATTGTAACATATCAATTAACCGCATATTAACCTAGGCAATTATATAAT
TTCTATTGAAACTCCAGAATGGTTTGGTTTTTTTTTTTGTAGTTGTAGACAAGCTTA 
12q13.2 - chr12:55727214 Belshaw in sod., 2005 
GCTGGACTATCGGAGAATTCCACCTTCAAATGTTAATTTTACTCTCATGTTCTCCCGAATGAT
GTTGATAAAAAAACTTTAGGTCTAGCACACTTTATCTGTAAATTTGTATACTGCTAT 
6p22.3 - chr6:16004858 Wildschutte in sod., 2016 
ATGCCTAGTTGTTATAATTTGGCACTGTAATTAGGCACAAATGACATGTTCTTTACATGAATT
ATTATAATTTGAATTACTTTTATGCAACCCTATAAAAGGTTTTTCTTTTTTTGGAGA 
1p31.1c - chr1:79792628 Wildschutte in sod., 2016 
TGGGATAAATAAAGAAATAAATTATTACTGAATGACATAATATATGCTGTACTGAAATCTGA
ATAAGAATTTATGGACACACATGAGATGCTGAATCAAAAAACAATTATTGGCTGGGTA 
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HERV lokus Prvič opisan 
7q36.3a - chr7:158029476 Wildschutte in sod., 2016 
GGCCCCCCAGTTACCCAGTTACCCGGTGCAACCTGTCCCCGCCTGGTCACCCAGTTACCTGGT
GGAACCCGTCCCCACCCAGCCACTCTGTTACCAGGTAGAACCTGTCCCTGCCCGACC 
19q13.43 - chr19:57996938 Wildschutte in sod., 2016 
TTTTCATGCCATCTTGGATGGGTTAGACTTCCCAAACACAGAGGAATGTGCTTGCTAGCCCTG
AAGGAGATATGGCCAAAGGTAGAGTCTTGGACTCAAACTTTGATGTTCACACTCCTT 
4p16d - chr4:9981604 Wildschutte in sod., 2016 
GTGCCCCATCTTGAGCCTTTTCTTTACTGATTTCCTTTCTCTGGTATATCCTCTGTCCCAATCCC
CATCATCACCTGCCTAACTCCTGCTTACCCTTCAGGAGTCCATTTAGAGGCCACC 
7q36.3b - chr7:158773384 Wildschutte in sod., 2016 
CCACACACACAGTGGCACTTCTCACCAAGGACTTGTAATCACAGAAAGCGATGGACAGAGGC
AGACGCAGCAAGGGTGATGGGAGCTGGCGGAGAAGATGGTCCAGGGTGCAGGGGCA 
12q12 - chr12:44313663 Marchi in sod., 2014 
CTTTTGGTGACTTTATTCTCAAGAATTGACTGATCAGCTCTAAATTGATGCAATTCGTATTTAT
ATCTCTAGGTCCAGCATCACTCATGATATTTTCATCTCTCTTTAGGACCTCTTCAT 




Preglednica 2: DNA zaporedja obogatitvenih sond za izbrane gene virusa EBV. 
Za tarčo smo izbrali promotorske regije, katerih metilacijski status je povezan z litično ali latentno 
fazo virusnega replikativnega cikla. Sonde navedene v sredini preglednice mejijo na visoko 
variabilne regije EBV genoma in omogočajo razlikovanje med posameznimi virusnimi sevi. Sonde 
na dnu preglednice ciljajo lokuse, ki kodirajo dele virusnih proteinov z opisanimi antigenskimi 
lastnostmi v kontekstu MS. 
Table 2: The sequences of DNA enrichment probes targeting selected EBV genes. 
The probes were designed to target promotor regions of viral genes (with the aim of analyzing their 
CpG methylation status) (top section), viral loci neighboring genome regions with high variability 
amongst different EBV strains (middle section), and viral loci encoding parts of proteins which were 
reported as having antigenic properties in the context of MS. 
 




BARF1p 1 - 
GGTCTTTCTCATCCCGGGTGAACACCGCGTACATGGCCCTGAACATGAGGTAGCTGGACTCA
GCCACCTTGTCGTCCGGCGGCGAGGGCGCGACCCACGCCTCGACCGGGGTCCTCACAA 
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Fp prom - 
AGTACTCGGCTAGCCTGACTAAGGGTGAGGCTATAACGCAGGTCCTGTTCCGGGGCGGCGGT
GGATAGAGAGGAGGGGGATCCGGAGGGGACCACTAGGTCGCCGGAGGTCGACCCTCCT 
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Epstein-Barr virus (EBV) - zaporedja kodirajoča epitope povezane z MS (Vaughan in sod., 
2014) 
BKRF1 - DGEPDVPPGAIEQGPADDPGEGPSTGPR - 
ACCAAGAAGGTGGCCCAGATGGTGAGCCTGACGTGCCCCCGGGAGCGATAGAGCAGGGCCC
CGCAGATGACCCAGGAGAAGGCCCAAGCACTGGACCCCGGGGTCAGGGTGATGGAGGCA 
BKRF1 - MSDEGPGTGPGNGLGEKGDTSGPEGSGGSGPQRRGGDNHGRGRG - 
GACGAGGGGCCAGGTACAGGACCTGGAAATGGCCTAGGAGAGAAGGGAGACACATCTGGAC
CAGAAGGCTCCGGCGGCAGTGGACCTCAAAGAAGAGGGGGTGATAACCATGGACGAGGA 
BALF5 - TGGVYHFVKKHVHES - 
CTTGCGCTTGGCCAGCCAGGAGGTCAACAGACTAGCCAAGAAGGACTCGTGCACGTGCTTCT
TTACAAAGTGGTAGACGCCCCCCGTGAGCCTGAAGGACTCATAGTCTTCTCCCGGGCG 
BMLF1 - GLCTLVAML - 
GGTCGCCGTGGTAGGTGATCTCCTGGAGCCAAAAGATGGTCTCTTCTAGCATGGCCACCAGG
GTGCAGAGCCCCGCGTTCTGGATCGCCTGCATGCGTGCATCCAGCCATGTGTCCTTGT 
BOLF1 - VPVLAFDAARLRLLE - 
GAGCAGGGCCTCGTACACATAGTCGTAAAAGAGGGCCCCTGAGGGCTCCAAAAGCCGGAGC
CGGGCGGCGTCAAAGGCCAGGACGGGCACAGCCGCGACGGGGGGCGTTTGTCCCCCGCT 
BZLF1 - RAKFKQLL - 
AGCCGCCTGGGCATTCGTGTTAGTATATACTGACCTCACGGTAGTGCTGCAGCAGTTGCTTAA
ACTTGGCCCGGCATTTTCTGGAAGCCACCCGATTCTTGTATCGCTTTATTTCTAGTT 
GC - LLDFVRFMGV - 
CTCTGCACCACATCTGGCAAAACTTGCTCCAGACCGAGGAGAACCTTTTAGATTTCGTGCGTT
TCATGGGTGTCATGTCCAGCTGCAATAATCCAGCTGTGAATTACTGGTTTCACAAGA 
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Preglednica 3: DNA zaporedja obogatitvenih sond za izbrane viruse poleg EBV. 
Za navedene viruse obstajajo le šibkejši dokazi za njihovo povezavo z MS iz manjšega števila 
raziskav. 
Table 3: The sequences of DNA enrichment probes targeting selected viruses other than EBV. 
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Human foamy virus Y07725 - 
AGTAAAAGGATTTGTATATTAGCCTTGCTAAGGGAGACATCTAGTGATATAAGTGTGAACTA
CACTTATCTTAAATGATGTAACTCCTTAGGATAATCAATATACAAAATTCCATGACAA 
Torque teno NC_014075 - 
AGGAGCCACGGCAGAGACTCCGAACGCCCCGAGGGCGGGTGCCGGAGGTGAGTTTACACAC
CGCAGTCAAGGGGCAATTCGGGCTCGGGACTGGCCGGGCCCCGGGCAAGGCTCTTAAAT 
BK polyomavirus NC_001538 - 
GAAATTCCTTACACTTCCTTAAATAAGCTTTTCTCATTAAGGGAAGATTTCCCCAGGCAGCTC
TTTCAAGGCCTAAAAGGTCCATGAGCTCCATGGATTCTTCCCTGTTAAGAACTTTAT 
JC polyomavirus NC_001699 - 
AGGGTGGAGTTCTTTGCATTTTTTCAGATAAGCTTTTCTCATGACAGGAATGTTCCCCCATGC
AGACCTATCAAGGCCTAATAAATCCATAAGCTCCATGGATTCCTCCCTATTCAGCAC 
Merkel cell polyomavirus NC_010277 - 
CAGGGTGATGCTTTAAGCAGCTTCTTTTGAAAGCAGCTTTCATCAGAGGGATGTTGCCATAAC
AATTAGGAGCAATCTCTAAAAGCTTGCAGAGAGCCTCTCTTTCTTTCCTATTTAGGA 
Simian virus 40 NC_001669 - 
AACTCCTTGCATTTTTTTAAATATGCCTTTCTCATCAGAGGAATATTCCCCCAGGCACTCCTTT
CAAGACCTAGAAGGTCCATTAGCTGCAAAGATTCCTCTCTGTTTAAAACTTTATCC 
Measles virus NC_001498 - 
CCAACCAAATGATTATAAACAATGTGGAAGTTGGGAATGTCATCAAGTCCAAGCTTAGGAGT
TATCCGGCCCACTCTCATATTCCATATCCAAATTGTAATCAGGATTTATTTAACATAG 
Ostali virusi - zaporedja kodirajoča epitope povezane z MS (Vaughan in sod., 2014) 
adenovirus A NC_001460 - DFEVVTFLKDVLPEF - 
GCGCATAGGAGGAGTTAAATAATGCATTACCAGCAGCCAAAACTCAGGTAGCACGTCTTTAA
GAAACGTCACCACCTCAAAATCTAAGCCATGCAAATAGTTCCGTAAAGACTCCGGAAA 
hhv1 NC_001806 - FRQLVHFVRDFAQLL - 
TTCTGAATACGTTTCAGGCCCTCCACCGCTCCGAAGCCTTTCGCCAGCTGGTGCACTTTGTGC
GGGACTTTGCCCAGCTGCTCAAAACCTCCTTCCGGGCCTCCAGCCTCACGGAGACCA 
hhv1 NC_001806 - GGRRLFFVKAHVRES - 
CACCTGGAGGCGGGCAAGGACTACCTGGAGATCGAGGTGGGGGGGCGACGGCTGTTCTTCGT
CAAGGCTCACGTGCGAGAGAGCCTCCTCAGCATCCTCCTGCGGGACTGGCTCGCCATG 
hhv1 NC_001806 - NPVMERFAAHAGDLV - 
GGCGGGAAGGCGCGGGGATCCGGGTGGCCGGGGGCGGGGACTAGGTCCCCGGCGTGCGCGG
CAAACCGTTCCATGACCGGATTGAACAGGCCCAGGGGCAGGACGAACGTCAGGTCCATG 
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    nadaljevanje Preglednice 3 
hhv 2 NC_001798 - DAYPCYFFKSACRPRAP - 
GTTCAGCTGTTGTTTCCCGCGGCCCGCGTAGACCCCGACGCCTATCCCTGTTATTTTTTCAAA
AGCGCCTGTCGGCCCCGCGCGCCGCCCGTCTGTGCGGGCGACGGGCCCTCGGCCGGT 
hhv5 NC_006273 - CRVLCCYVL - 
GGCTTGGTTATCAGAGGCCGCTTGGCCAGCATCACACTAGTCTCCTCTAAGACATAGCAGCA
CAGCACCCGACAGAACTCACTTAAGAGAGAGATGCCCCCGTACATGGTCATCATACAA 
hhv5 NC_006273 - NLVPMVATV - 
TCGTTGGCGTCCCAGAAGAACTCCTGGTACTTCAGATTCTGACCCTGAACCGTAGCCACCATG
GGCACCAGGTTGCGGGCCAGGATGCCGGCCTGCCAGGGCGGCCAGGTGAACACGGCC 
hhv5 NC_006273 - TPRVTGGGAM - 
AGGATGCTGATTTGCGTTTGCGGCCCGCGGAAGTGGAGGCGCTCGCCATGGCGCCGCCGCCG
GTGACGCGGGGCGTCTTACGCTCGGTGGTTACGAGTTCTTCGTCGGAGTCCGATCCGC 
hhv6b NC_000898 - MDRPRTPPPSYSE - 
GTGCGGAGAAACCTGTCCGTACATGACGTCCATCATCAGCACCTCTGAATAGGACGGCGGCG
GCGTCCGAGGGCGATCCATCCTCTTCCCGACGAAGATTCACGTTGAAATACACGGCGA 
hhv6b NC_000898 - RPRTPPPSY - 
TGCGGAGAAACCTGTCCGTACATGACGTCCATCATCAGCACCTCTGAATAGGACGGCGGCGG
CGTCCGAGGGCGATCCATCCTCTTCCCGACGAAGATTCACGTTGAAATACACGGCGAG 
papillomavirus 7 NC_001595 - IGGRVHFFKDISPIA - 
GGTCAACGTGGAACCATGTATACACGTCGTGGTACCCGTATTGGTGGTCGTGTACACTTTTTT
AAAGATATTAGTCCTATAGCTTCATCTGAAGAAATTGAATTGCACCCTCTAGTGGCC 
htlv1 HL1PROP - PPPPSSPTHDPPDSDPQIPPP - 
CCCAAGCCCAGATCCCGTCCCGTCCCGCGCCACCGCCGCCGTCATCCCCCACCCACGACCCCC
CGGATTCTGATCCACAAATCCCCCCTCCCTATGTTGAGCCTACGGCCCCCCAAGTCC 
influenza A gi|221311|dbj|D90308.1|FLAHAH13N - YRNLVWFIKKNTRYP - 
ACATCTGCTTGCAGAGATAACACGGGAACCAACAGCTTCTATCGAAATTTAGTTTGGTTTATA
AAGAAGAATACTAGATATCCAGTTATCAGTAAGACCTACAACAATACAACGGGAAGG 
orthoreovirus 3 NC_013232 - MARAAFLFKTVGFGG - 
GCTATTCGCTGGTCAGTTATGGCTCGCGCCGCGTTCCTATTCAAGACTGTTGGGTTTGGTGGT
CTGCAAAATGTGCCGATTAATGATGAACTGTCTTCACACCTTCTTCGAGCTGGCAAT 
JC polyomavirus AU078447 - HICKGFQCFKKPRTPPPK - 
TATTTTGGGGGAGGGGTCCTTGGTTTTTTAAAGCATTGAAAGCCTTTACAGATGTGATAAGTG
CAGTTTTCCTGTGTGTCTGCACCAGAGGCTTCTGAGACCTGGGAAAAGCATTGTGAT 
theiler's encepahlomyelitis virus - DQ401688NFLFVFTGAAM - 
TGCTGCTGTTGCTCGTAATTTTAATCAGTACCGTGGTTCTTTAAACTTCCTCTTTGTTTTCACT
GGTGCTGCTATGGTTAAAGGTAAGTTCCTCATAGCTTACACGCCGCCTGGTGCGGG 
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Preglednica 4: DNA zaporedja obogatitvenih sond za lokuse povezane s kadilskim statusom. 
Stopnja metilacije navedenih CpG lokusov je znano povezana s kajenjem. Lokuse smo pokrili z več 
sondami, ki so označene z “3’” in “5’” glede na njihovo lokacijo v primerjavi s sondo, ki pokriva 
ciljani CpG. 
Table 4: The sequences of DNA enrichment probes targeting smoking-related loci. 
The listed CpG loci are differentially methylated in response to tobacco smoking. Probes were tiled 
around the targeted loci: “3’” and “5’” denoting upstream and downstream probe locations. 
 
Lokusi povezani s kajenjem (Philibert in sod., 2013; Philibert in sod., 2015; Zeilinger in sod., 
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3.2.1.3 Polimerazna verižna reakcija dolgega dosega (lrPCR) 
 
Metodo lrPCR smo uporabili za genotipizacijo dveh HERV insercij (v intronu 17 gena 
RASGRF2 in intronu 3 gena PTPRN2), ki sta bili po analizi 102 preiskovancev 
genotipiziranih s ciljano metodo NGS statistično značilno pogosteje prisotni med 
preiskovanci z MS (preglednica 11). Genotipizacijo z lrPCR smo izvedli na 253 
preiskovancih, vključujoč omenjenih 102,  kar nam je omogočilo tudi validacijo lastne 
metode določanja HERV insercij s pomočjo ciljanega NGS (slika 3). 
 
S programsko opremo »Geneious v.10.2.4« smo določili začetne oligonukleotide, ki 
obdajajo znane lokuse izbranih HERV insercij. Začetne oligonukleotide smo izbrali tako, da 
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nam je predvidena dolžina amplikonov omogočala razlikovanje med prisotnostjo in 
odsotnostjo HERV insercij različnih dolžin (preglednica 5). 
 
Preglednica 5: Začetni oligonukleotidi izbrani za PCR dolgega dosega. 
Navedena so zaporedja izbranih začetnih oligonukleotidov in predvidene dolžine amplikonov v 
baznih parih DNA (bp). Glede na dolžino amplikona je možno razlikovanje med odsotnostjo HERV 
insercije, prisotnostjo solo-LTR ali celotnega HERV zaporedja. 
Table 5: Primers for long-range PCR. 
Listed are the primer sequences and the expected amplicon lengths in DNA base pairs (bp). Differing 
amplicon lengths enable the distinction between the absence of HERV insertion, insertion of solo-
LTR, or the entire HERV sequence. 
 
HERV lokus 5q14.1 (intron 17 RASGRF2) 7q36.3a (intron 3 PTPRN2) 
Vodilni začetni oligonukleotid GCTGTTTGAGAGCCTAGAGCA CAAACAGAGCCCCTTACGGT 
Povratni začetni oligonukleotid GAGCCTTTCCAACAGAGCAG GAGCTGAGCTTTTCCCCTGT 
Alel insercije celotnega HERV 9734 bp 10,261 bp 
Alel insercije Solo-LTR 1518 bp 2051 bp 
Alel brez insercije 550 bp 1077 bp 
 
Da smo zagotovili možnost pomnožitve alela insercije celotnega provirusa, smo uporabili 
polimerazo dolgega dosega proizvajalca Roche® (Expand Long Template PCR System 
enzyme mixture). Reakcije za različne HERV lokuse so potekale ločeno. Posamezna reakcija 
je potekala v skupnem volumnu 10 µL: 3µL vsakega izmed začetnih oligonukledotidov (1 
µM), 0.35 µL dNTP (10mM), 0.15 µL encimske mešanice »Expand Long template Enzyme 
Mix« (0.75 U), 1 µL MgCl2 pufra, 1.5 µL vode ranga PCR in 1 µL (200 ng/µL) vzorca DNA. 
Reakcije so potekale v cikličnem termostatu (angl. thermocycler) proizvajalca Veriti® po 
naslednjem protokolu: začetna denaturacija pri 94 °C za 2 min, in nato: 10 ciklov, vsak 
sestavljen iz 10 s pri 94 ºC, 30 s pri 63 ºC, 3 min/8min pri 68 ºC; 25 ciklov 15 s pri 94 ºC, 
30s pri 63 ºC, 3 min/8 min pri 68 ºC, z 20-sekundnim podaljšanjem za vsak cikel in končnim 
pomnoževanjem pri 68 ºC za 7 min.  
 
PCR amplikone smo prikazali z UV svetlobo po elektroforezi na 1 % agaroznem gelu z 
dodatkom etidijevega bromida in njihovo dolžino določili s primerjavo z 1 kb DNA 
referenčno lestvijo (Sigma Aldrich®). 
 
3.2.1.4 Kvantitativna realno-časovna polimerazna verižna reakcija (qPCR) 
 
Namen metode je bila določitev prisotnosti virusov EBV, HHV-6a in HHV-6b v DNA, 
izolirani iz celotne periferne krvi 253 preiskovancev. Da bi si omogočili enakovredno 
detekcijo vseh virusnih sevov, smo najprej s programsko opremo »MAFFT v7.310« (Katoh, 
29 
Vidmar L. Integrativna analiza izbranih genomskih in ekspozomskih dejavnikov tveganja za multiplo sklerozo. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
2002)  izvedli poravnavo celotnih virusnih genomov, ki so bili na voljo v podatkovni bazi 
»National Center for Biotechnology Information« (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/): 
 
EBV: (Acc. Nr: gi139424470|ref|NC_009334.1|, gi82703946|gb|DQ279927.1|, 
gi82503188|ref|NC_007605.1|, gi86261677|emb|AJ507799.2|, gi681961025|gb|KF717093.1|, 
gi747017440|dbj|AB850654.1|, gi428161102|gb|KC207814.1|, gi84519641|gb|AY961628.3|, 
gi995891127|dbj|AP015016.1|, gi995891043|dbj|AP015015.1|, gi810056545|gb|KP735248.1|, 
gi557368242|gb|KF373730.1|, gi343177302|gb|HQ020558.1|, gi428161017|gb|KC207813.1|, 
gi747017265|dbj|AB850647.1|, gi94734074|emb|V01555.2|, gi747017151|dbj|AB850643.1|, 
gi747017380|dbj|AB850651.1|, gi747017362|dbj|AB850650.1|, gi747017529|dbj|AB850656.1|, 
gi747017565|dbj|AB850658.1|, gi747017309|dbj|AB850648.1|, gi747017336|dbj|AB850649.1|, 
gi747017248|dbj|AB850646.1|, gi747017592|dbj|AB850660.1|, gi747017513|dbj|AB850655.1|, 
gi747017415|dbj|AB850652.1|, gi747017541|dbj|AB850657.1|, gi747017239|dbj|AB850645.1|, 
gi747017423|dbj|AB850653.1|, gi747017578|dbj|AB850659.1|, gi747017196|dbj|AB850644.1|) 
 
HHV-6a: (gi|224020395|ref|NC_001664.2|, gi|853961|emb|X83413.1|, 
gi|478735420|gb|KC465951.1|, gi|587652027|gb|KJ123690.1|, gi|734986991|gb|KP257584.1|) 
 
HHV-6b: (gi|5733510|gb|AF157706.1|, gi|9633069|ref|NC_000898.1|, 
gi|1184844545|gb|KY239023.1|, gi|4995977|dbj|AB021506.1|). 
 
Poravnave smo si prikazali s programsko opremo “Geneious v.10.2.4.« in najdaljše popolno 
poravnane odseke genoma vnesli v spletno orodje za izdelovanje začetnih oligonukleotidov 
»Universal ProbeLibrary Assay Design Center« proizvajalca »Roche Applied Science”. Za 
detekcijo EBV smo uporabili vodilni začetni oligonukleotid: 5’- GGG AAA GTC CAG CCT 
TTA CTG -3’, povratni začetni oligonukleotid: 5’- AGA CCT TCT ATG TGT CTC TGC 
TCA -3’, in s 6-karboksi-fluoresceinom označeno sondo »Universal Probe #14 (Roche 
Applied Science)«, kar je vodilo do dolžine PCR produkta 60 baznih parov. Za detekcijo 
HHV-6a smo uporabili vodilni začetni oligonukleotid: 5’- CTA AGT TAA ATT GTT TGA 
CCG AAG G -3’, povratni začetni oligonukleotid: 5’- CCG CCA ATG AAC GAT ATT TT 
-3’, in sondo »Universal Probe #2«, kar je vodilo do dolžine PCR produkta 61 baznih parov. 
Za detekcijo HHV-6b smo uporabili vodilni začetni oligonukleotid: 5’- TCG TAT CAT 
CCA TCC ATA TCT CA -3’, povratni začetni oligonukleotid: 5’- TCT GTC TTG ACG 
ACG ACT GC -3’, in sondo »Universal Probe #2«, kar je vodilo do dolžine PCR produkta 
63 baznih parov. 
 
Za pozitivno kontrolo smo pri proizvajalcu “Eurofins Genomics” naročili plazmid, ki je 
vseboval tarčna zaporedja virusov EBV, HHV-6a in HHV-6b. Koncentracijo DNA plazmida 
smo izmerili s spektrofotometrom NanoDrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, 
Oxfordshire, UK) in število kopij plazmida/µL izračunali po metodi, ki so jo opisali Whelan 
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in sod. (2003). Pripravili smo triplikate serijskih 10-kratnih redčitev, ki so vsebovale med 
109 do 102 kopij plazmida in so nam služile kot standard za število zaznanih kopij virusa v 
vzorcih preiskovancev in pozitivno kontrolo. Meje detekcije analize smo izračunali z 
eksperimentalno metodo CCβ kot 13, 18, in 12 tarčnih kopij na reakcijo potrebnih za 
detekcijo EBV, HHV-6a, oziroma HHV-6b. 
 
Reakcije so potekale ločeno za vsakega izmed virusov: 5 µL “FastStart Universal Probe 
Master” (ROX) (Roche Applied Science), 0,4 µL vsakega izmed začetnih oligonukleotidov 
[10 µM], 0,4 µM “Universal Probe #14 oziroma #2” [10 µM], 50 ng DNA vzorca in voda 
do skupnega reakcijskega volumna 10 µL. Analiza je potekala na aparatu za realno-časovni 
kvantitativni PCR “ABI PRISM 7000” (Thermo Fisher Scientific) na mikroploščah s 96 
vdolbinami pod naslednjimi pogoji: preinkubacija pri 95 °C za 10 min, sledilo je 45 ciklov 
denaturacije pri 95 °C za 15 s in pomnoževanja (angl. annealing and extension) pri 60 °C za 
1 min. Detekcija fluorescence je potekala v enkratnem načinu delovanja, in sicer med 
pomnoževalnim delom cikla. Za kvantifikacijo števila celic (kopij človeškega genoma) v 
vzorcih smo uporabili “TaqMan® RNase P Detection Reagents (FAM™ Dye)«. Za 
pozitivno kontrolo in kot standard števila kopij virusne DNA smo pri vsakem zagonu v 
reakcijsko mešanico namesto vzorca DNA v 12 vdolbin na mikroplošči dodali progresivne 
količine plazmida, za negativno pa v 4 vdolbine vodo laboratorijske čistosti. 
 
3.2.2 Obdelava surovih podatkov in bioinformatika 
 
3.2.2.1 Določanje prisotnosti redkih različic iz podatkov NGS 
 
Demultipleksiranje surovih podatkov (določanje, kateremu preiskovancu pripadajo surovi 
podatki na podlagi indeksnih zaporedij, ki jih vsebujejo) je bilo opravljeno s programsko 
opremo Bcl2Fastq (Illumina, San Diego, ZDA). Indeksna zaporedja (in ostala, ki so DNA 
segmentom dodana med pripravo knjižnic) smo odstranili z orodjem »Cutadapt«, nakar smo 
branja nalegali na referenčni genom človeka (različica hg19) z algoritmom BWA-mem 
(Heng Li in Durbin, 2010) in podvojena zaporedja (angl. PCR duplicates) odstranili z 
orodjem »Picard tools«. NGS podatke smo nato obdelali z orodjem GATK v3.6  (McKenna 
in sod., 2010) v skladu s priporočenimi “najboljšimi praksami” (Poplin in sod., 2017). To 
vključuje prileganje branj okrog ugotovljenih in predhodno znanih kratkih insercijsko-
delecijskih polimorfizmov, določanje genetskih različic s hkratnim upoštevanjem podatkov 
vseh preiskovancev z orodjem »haplotyper caller« (del orodja GATK) in oceno kvalitete 
genotipizacije posameznih različic in njihovo filtracijo z orodjem »VQSR« (del orodja 
GATK). Hkratna obravnava vseh preiskovancev omogoča razlikovanje med odsotnostjo 
različice (prisotnostjo referenčnega alela) in neuspešnostjo genotipizacije za vsak lokus, kar 
je pogoj za analizo, katere temelj predstavlja primerjava mutacijskega bremena med 
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preiskovanci. Za nadaljnjo analizo smo obdržali le različice, katerih lokusi so bili uspešno 
genotipizirani pri več kot 95 % preiskovancev. Različice smo anotirali z orodji »snpEff« in 
»ANNOVAR« znotraj programske opreme »Variant Tools« (San Lucas in sod., 2012). Za 
napovedovanje posledic genskih različic smo uporabili modele genov v bazi »RefSeq«. 
Podatke o frekvenci različic smo pridobili iz baze 140.000 eksomov »Genome Aggregation 
Database« (gnomAD) « (Karczewski in sod., 2020). Za oceno predvidenega učinka različic 
na funkcijo proteina smo uporabili algoritem “Combined Annotation–Dependent Depletion” 
(CADD) (Kircher in sod., 2014), ki pri svoji oceni med drugim upošteva sterični vpliv 
ugotovljene aminokislinske zamenjave in položaj spremembe glede na aktivna mesta 
proteina. Uporabljena vrednost »CADD-phred« predstavlja normalizirano logaritmirano 
enoto, po kateri različice z vrednostmi CADD-phred 10, 20, oziroma 30 predstavljajo 
najvišje 10, 1, oziroma 0,1 odstotkov ocenjenih različic. 
 
Pred nadaljnjo statistično analizo (opisano v točki 3.2.3.1) smo odstranili vse sinonimne 
različice, različice izven kodirajočih regij in različice s frekvenco > 0,05 v bazi gnomAD ali 
med 319 preiskovanci. Za analizo mutacijskega bremena smo torej upoštevali vse redke, 
proteinspreminjajoče genetske različice.  
 
Različice, ki predstavljajo glavne rezultate (preglednici 7 in 8), smo dodatno preverili z 
vizualnim pregledovanjem poravnav zaporedij (datoteke .BAM) z orodjem »Integrative 
Genomics Viewer« (IGV) (Robinson in sod., 2011), s čimer smo se prepričali, da ne gre za 
zmotno določene (lažno pozitivne) različice. 
 
3.2.2.2 Genotipizacija HLA lokusov iz podatkov NGS 
 
Genotipizacijo HLA regije smo izvedli na podlagi standardnih WES podatkov, ki so bili na 
voljo za vseh 319 preiskovancev. V ta namen smo izbrali prosto dostopno bioinformatsko 
orodje »Seq2hla« (Boegel in sod., 2012). Analizo smo usmerili na dva HLA lokusa, ki sta 
znano povezana s tveganjem za MS: HLA-DRB1 in HLA-A (Hollenbach in Oksenberg, 
2015).  
 
3.2.2.3 Določanje prisotnosti HERV insercij iz podatkov NGS 
 
Demultipleksiranje, odstranjevanje indeksnih zaporedij, podvojenih branj ter naleganje na 
človeški hg19 referenčni genom je potekalo enako kot je opisano v točki 3.2.2.1. Branja, ki 
so premoščala znane meje med HERV insercijami in robnimi deli genoma (angl. 
breakpoints), smo ponovno nalegali na za vsak HERV lokus po meri ustvarjene referenčne 
genomske odseke, ki so vsebovali oba možna alela na tem lokusu – s HERV insercijo in brez 
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nje. Prisotnost in zigotnost HERV insercij smo določili glede na razmerje med številom 
branj, ki so se nalegala na referenco z oziroma brez insercije. Metodo prikazuje slika 3. 
 
3.2.2.4 Določanje citozinske metilacije iz podatkov NGS 
 
Demultipleksiranje in odstranjevanje indeksnih zaporedij je potekalo enako kot je opisano v 
točki 3.2.2.1. Za naleganje bisulfitno-konvertiranih branj na hg19 referenčni genom in 
odstranitev PCR duplikatov smo uporabili bioinformatsko orodje Bismark (Krueger in 
Andrews, 2011). Orodje Bismark predstavlja celostno rešitev za bioinformatsko analizo 
bisulfitno konvertiranih DNA knjižnic sekvenciranih z NGS tehnologijo. Z možnostjo 
»bismark_methylation_extractor” smo iz podatkov izločili število branj, ki na danem lokusu 
zaznavajo metiliran oziroma nemetiliran status citozina, iz česar smo izračunali absolutno 
stopnjo metilacije in pokritost za vsakega izmed sekvenciranih citozinov v CpG kontekstu 
(opisano v 3.2.3.5). 
 
3.2.2.5 Določanje prisotnosti virusnih sekvenc iz podatkov NGS 
 
Demultipleksiranje in odstranjevanje indeksnih zaporedij je potekalo enako kot je opisano v 
točki 3.2.2.1. NGS branja smo z algoritmom BWA nalegali na referenčne genome tarčnih 
organizmov ter jih dodatno analizirali s prosto dostopnim orodjem za odkrivanje nečloveških 
zaporedij »Readscan« (Naeem in sod., 2013). 
 
3.2.3 Statistična obdelava rezultatov 
 
3.2.3.1 Analiza mutacijskega bremena 
 
V skladu z našo hipotezo smo analizo mutacijskega bremena omejili na gene vpletene v 
regulacijo inflamasoma NLRP1 in NLRP3. V ta namen smo sestavili panel genov, v katerega 
smo vključili osnovne inflamasomske gene: NLRP1, NLRP3, PYCARD, in CASP1 ter gene, 
ki so bili zajeti v najsodobnejšem preglednem članku na temo negativne regulacije 
inflamasoma NLRP3 (Poudel in Gurung, 2018). Gene smo razdelili na gene vpletene v 
pripravljalni korak aktivacije inflamasoma, gene vpletene v inhibicijo inflamasoma preko 
sekvestracije njegovih sestavnih proteinov in gene vpletene v posttranslacijsko modifikacijo 
inflamasomskih proteinov in njihovo odstranitev preko avtofagije. Panel sestavlja 62 genov 
navedenih v preglednici 6. 
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Preglednica 6: Genski panel inflamasomske regulacije. 
Geni vpleteni v začetni korak aktivacije transkripcije in translacije inflamasomskih genov vsebujejo 
citosolne DNA in RNA receptorje in njihove ključne signalne mediatorje (Malireddi in Kanneganti, 
2013). Proteinske tirozinske fosfataze (PTP) delujejo preko fosforilizacije proteinov, ki jih kodirata 
NLRP3 (Spalinger in sod., 2016) ali PYCARD (Spalinger in sod., 2018) in so zaradi jasnosti navedene 
v ločenem stolpcu. Vključili smo pet PTP genov, ki so že bili povezani z inflamatornimi boleznimi 
in regulacijo inflamasoma (Hendriks in Pulido, 2013). 
Table 6: The inflammasome regulation gene panel. 
Priming step genes include cytosolic DNA/RNA sensors and their key downstream signaling 
mediators (Malireddi in Kanneganti, 2013). Protein tyrosine phosphatases (PTP) act through 
phosphorylation of NLRP3 (Spalinger in sod., 2016) or PYCARD (Spalinger in sod., 2018) but are 
written in a separate column for the sake of clarity. Five PTP genes already associated with 











NLRP1 EIF2AK2  IRF3 HDAC6 BRCC3 NOD2 PTPN2 
NLRP3 DDX58  IRF7 NR1H4 MARCH7 RIPK2 PTPN6 
PYCARD IFIH1 TYK2 CASP8 FBXL2 SQSTM1 PTPN22 
CASP1 DHX58 JAK1 FADD MEFV SESN2 PTPRC 
 TMEM173 MAVS POP1 ULK1 IL4 DUSP1 
 ZBP1 STAT1 PYDC2 TRIM31 SIRT2  
 POLR3A STAT2 PYDC5 MAPK8 FLI1  
 CGAS TICAM1 CARD16 ATG5 LRRFIP2  
 LRRFIP1 MYD88 CARD17 BECN1   
 TBK1 CHUK CARD18 ATG16L1   
 IKBKE  HSP90AA1 MAP1LC3B   
   HSP90AB1 FOXO3   
 
Statistično obdelavo podatkov smo opravili v programskem okolju R (R Development Core 
Team, 2018). Alele različic v genih iz inflamasomskega panela (preglednica 6) smo 
agregirali (sešteli) in njihovo breme paroma primerjali med MS skupinama in kontrolno 
skupino. Statistično značilnost razlike v bremenu smo ocenili z R paketom funkcij »SKAT« 
(Wu in sod., 2011). Statistični test »SKATBinary« v načinu »burden« (slovensko: breme) 
smo opravili z obtežitvijo različic glede na njihovo redkost v svetovni populaciji (podatki iz 
podatkovne baze 140.000 eksomov »gnomAD«), kot sta metodo opisala Madsen et 
Browning (Madsen in Browning, 2009). Za namene obteževanja različic smo različicam 
odsotnim v bazi gnomAD pripisali frekvenco 1x10-6, vrednost, ki smo jo dobili z 
ekstrapolacijo (različice z v bazi prisotnima dvema oziroma enim alelom imajo zavedeno 
frekvenco 8x10-6 oziroma  4x10-6). Ker smo SKAT statistični test izvedli tri krat (kontrolna 
skupina proti MSS, kontrolna skupina proti MSFAM in kontrolna skupina proti vsem 
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preiskovancem z MS), smo za statistično značilno upoštevali Bonferroni-prilagojeno p-
vrednost: 0,003 (alfa: 0,01). 
 
Statistično značilnost povečanega števila najredkejših različic (odsotnih iz baze gnomAD) 
med preiskovanci z MS smo ocenili s Pearsonovim Hi-kvadrat testom z Yatesovim 
popravkom, pri čemer smo za ozadje upoštevali skupno število vseh različic v posamezni 
skupini preiskovancev. 
 
Da smo izbrali set najpomembnejših različic in hkrati prikazali povečano breme takšnih 
različic med preiskovanci z MS, smo opravili dodatne statistične analize, ki so kot kriterij za 
pomembnost različic hkrati s frekvenco različic upoštevale še rezultate napovednega 
algoritma patogenosti CADD. V ta namen smo primerjavo mutacijskega bremena opravili 
za 300 enakomerno razporejenih pražnih vrednosti CADD-phred in frekvence, pri čemer 
smo v analizi upoštevali le različice nad oziroma pod izbranim pragom – slika 4. Primerjava 
bremena je pokazala izrazit relativen (v primerjavi s kontrolno skupino, upoštevajoč razliko 
v številu preiskovancev med skupinami) porast bremena pri preiskovancih z MS, ko mejo 
postavimo nad CADD-phred vrednost 20. Skupaj z mejo frekvence pod 1x10-5 sta ta dva 
kriterija določala 10 odstotkov vseh analiziranih različic. Ti dve vrednosti smo uporabili kot 
kriterij, za določitev »izbranih različic« - preglednica 7. Za različice, ki povzročijo premik 
bralnega okvirja, CADD algoritem ocene patogenosti ne poda. Tovrstne različice smo 
uvrstili med »izbrane različice« le na podlagi izbranega kriterija pogostnosti, saj njihovo 
funkcijsko pomembnost indicira že sam tip mutacije. 
 
Da smo pokazali, da je relativen porast mutacijskega bremena pri preiskovancih z MS 
značilen za inflamasomsko-regulatorne gene ter hkrati izključili pojav omenjenega rezultata 
na račun pristranskosti izvirajoče iz splošne razlike v količini izjemno redkih ali napovedano 
patogenih različic v skupini preiskovancev z MS, smo opravili dodatne statistične analize 
(Monte Carlo simulacija): Na trende prikazane na sliki 4 smo prilagajali linearni model 
(paket R funkcij »stats«, funkcija »lm«). Pri prilagajanju na odnos »relativno 
breme/frekvenca različic« smo upoštevali vse različice, pri prilagajanju na odnos »relativno 
breme/CADDphred ocena«, pa le tiste nad CADDphred oceno 20, kjer sta spremenljivki 
nakazovali linearni odnos. Enako analizo smo napravili za 100.000 genskih panelov, od 
katerih je vsak vseboval 62 (enako število, kot preučevan inflamasomski panel), naključno 
izbranih genov (gene smo naključno izbirali iz množice vseh 15.302 sekvenciranih genov). 
Razporeditev 100.000 tako pridobljenih koeficientov linearnega modela za vsakega od 
odnosov prikazujemo na sliki 4. Statistično značilnost posameznega odnosa opazovanega 
pri inflamasomskem panelu genov smo izračunali kot število naključno generiranih genskih 
panelov z ekstremnejšimi koeficienti / 100.000. 
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Različice, ki smo jih odkrili v dveh ali več preiskovancih z MS, smo obravnavali, da bi 
določili, ali gre, glede na njihovo redkost v svetovni populaciji (gnomAD) in velikostjo naše 
skupine preiskovancev, za statistično značilno večkratno prisotnost med preiskovanci z MS. 
S Fisherjevim testom (angl. Fisher exact test) smo primerjali razmerja med številom 
referenčnih in alternativnih alelov v gnomAD populaciji in znotraj naših preiskovancev z 
MS. Da ne bi upoštevali populacijsko specifičnih različic, smo enako primerjavo naredili 
med gnomAD populacijo in našo kontrolno skupino preiskovancev. Različice, ki so le v 
prvem testu dosegle nominalno statistično značilnost (p-vrednost 0,01), smo označili kot 
»MS obogatene« različice. 
 
Na enak način smo s Fisherjevim testom določili statistično značilnost replikacije dveh 
različic v NLRP1 genu, ki so ju predhodno pri bolniku z MS opisali Bernales in sod. (2018). 
Ker sta bili obe različici prisotni pri enem samem preiskovancu (tako v Bernalesovi kot v 
naši raziskavi) in imata obe različici skoraj enako frekvenco v splošni populaciji, sta bili 
smatrani kot pripadajoči istemu haplotipu. Z enim samim Fisherjevim eksaktnim testom smo 
tako ocenili statistično značilnost dvakratne prisotnosti omenjenega haplotipa v seštevku MS 
preiskovancev naše in Bernalesove raziskave. 
 
3.2.3.2 Analiza HLA regije 
 
Uporabljeno bioinformatsko orodje »Seq2hla« (Boegel in sod., 2012) vrne rezultate 
genotipizacije HLA na 2 mesti natančno (DRB1*15:01). Zaradi kompleksnosti HLA 
lokusov in pokritostjo omejeno na eksomski del genoma ni bilo mogoče zanesljivo določiti 
obeh alelov oziroma zigotnosti za iskan alel pri večini preiskovancev. Analizo smo zato 
omejili na prisotnost oziroma odsotnost iskanih alelov DRB1*15:01 in HLA-A*02:01. Ker 
prvi predstavlja rizični, drugi pa protektivni alel, smo ustvarili še umetno spremenljivko 
(angl. dummy variable) DRB1+HLA.A-, ki smo ji pripisali vrednost 1 ob izpolnjenem 
pogoju “prisoten DRB1*15:01 in hkrati odsoten HLA-A*02:01«, sicer pa je preiskovancu 
zanjo pripadla vrednost 0. Statistično značilnost povečane/zmanjšane prisotnosti alelov 
DRB1*15:01 in HLA-A*02:01 ter umetne spremenljivke v MS skupinah smo paroma glede 
na kontrolno skupino ocenili s testom Hi-kvadrat in korelacijo z MS statusom s statistiko 
Cramer V. Za oceno aditivnega sinergičnega učinka obeh HLA alelov smo  z R paketom 
funkcij »epiR« izračunali statistike RERI (angl. relative excess risk due to interaction), S 
(indeks sinergije) in izračunali intervale zaupanja (95 %) po že opisani metodi (Hosmer in 
Lemeshow, 1992). APAB predstavlja delež tveganja, ki ga med bolniki z obema 
dejavnikoma tveganja pripisujemo njuni interakciji. V odsotnosti interakcije je APAB enak 
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3.2.3.3 Analiza prisotnosti HERV insercij 
 
Statistično obdelavo podatkov smo opravili v programskem okolju R (R Development Core 
Team, 2018). Osnovno oceno statistične značilnosti razlike v frekvenci HERV insercij med 
preiskovanci z MS in kontrolno skupino smo ocenili s Fisherjevim eksaktnim testom. 
Statistiko logaditivnega modela smo izračunali z R paketom funkcij »SNPassoc«. Ker smo 
v prvi fazi preiskave (metoda NGS na sto-dveh preiskovancih) genotipizirali 20 lokusov 
HERV insercij, smo za statistično značilen rezultat vzeli Bonferroni-popravljen prag pri p-
vrednost = 0,0026. 
 
3.2.3.4 Analiza prisotnosti virusa EBV in HHV-6 iz podatkov qPCR 
 
Statistično obdelavo podatkov smo opravili v programskem okolju R (R Development Core 
Team, 2018). Rezultate kvantitativne PCR opravljene na 251 preiskovancih smo najprej 
obravnavali dihotomno (virus je v vzorcu DNA zaznan/ni zaznan). Statistično značilnost 
razlike v razmerju pozitivnih proti negativnim vzorcem smo med skupinami paroma (vsaka 
izmed MS skupin v primerjavi s kontrolno skupino) ocenili s Fisherjevim eksaktnim testom. 
 
Za kvantitativno primerjavo smo število odkritih kopij amplikona EBV normalizirali na 
število kopij človeškega genoma, oziroma celic v vzorcu DNA (primerjava s številom kopij 
RNAseP – opisano v 3.2.1.4). Statistično značilnost razlike med skupinami smo paroma 
ocenili z neparametričnim statističnim Wilcoxonovim testom vsot rangov. Pri 
preiskovancih, kjer EBV kopij nismo odkrili, smo uporabili vrednost 0. 
 
3.2.3.5 Analiza metilacije citozinov izbranih CpG lokusov 
 
Stopnjo metilacije CpG lokusov smo izračunali kot število branj, ki so podpirala metiliranost 
lokusa v razmerju do celotnega števila poravnanih branj oziroma globino sekvenciranja na 
danem lokusu (poznano kot β-vrednost in ekvivalentno odstotku metiliranih citozinov). Da 
smo izrabili širino NGS podatkov, smo (kot je pogosto praksa) za določanje metilacije 
ciljanega CpG lokusa uporabili podatke, ki se nanašajo na vsa CpG mesta v neposredni 
bližini (okno velikosti 100 baznih parov). Izračunali smo razliko v stopnji metiliranosti (Δβ) 
in statistično značilnost razlik med skupinami primerjali s Fisherjevim eksaktnim testom, 
tako da smo primerjali število »metiliranih« napram številu »nemetiliranih« branj 
pripadajočih dani skupini za preiskovani lokus. Ločeno smo primerjali skupini kadilcev in 
nekadilcev (kot določeno z anketiranjem preiskovancev) ter skupini preiskovancev z MS in 
kontrol. Za analizo metiliranosti regij ob HERV insercijah v genih RASGRF2 in PTPRN2 
smo združili podatke vseh CpG mest v oknu 200 baznih parov v 3’ smeri od točke preloma 
(meja med HERV insercijo in ostalim delom genoma; angl. breakpoint). V ta namen smo 
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preiskovance razdelili v skupine glede na prisotnost obravnavanega HERV insercijskega 
alela. 
 
Stopnjo bisulfitne konverzije smo za vsako izmed knjižnic izračunali kot odstotek 
citozinskih baznih parov na testnem PCR amplikonu, ki so se konvertirali v uracil (glede na 
vrednost »nemetiliran«, ki jo v tem primeru vrne programska oprema Bismark). Pri oceni 
metiliranosti smo vsak CpG lokus obravnavali posebej (pokritost je bila na testnem 
amplikonu zaradi manjše dolžine odseka in s tem tudi manjšega števila dvojnoverižnih 
prelomov zaradi bisulfitnega tretmaja veliko višja (>1000x), kot pri branjih, ki so premoščala 
ciljane CpG lokuse). 
 
3.2.3.6 Integrativna analiza 
 
Za potrebe hkratne analize smo dobljene rezultate zreducirali na logične vrednosti »1« 
oziroma »0«. Pri vsakem preiskovancu smo upoštevali prisotnost oziroma odsotnost: 
izbranih različic v inflamasomski poti, alela DRB1*15:01, alela HLA-A*02:01 , HERV 
insercije v genu RASGRF2, HERV insercije v genu PTPRN2, in detekcije virusa EBV. Za 
vsak par spremenljivk smo izračunali korelacijo s “Cramér's V” statistiko in ocenili njeno 
statistično značilnost s testom Hi kvadrat. S pomočjo R paketov “caret” in “rpart” smo 
celoten nabor podatkov naključno razdelili na učno in testno množico (razmerje 70:30) ter 
na učni množici izdelali klasifikacijski napovedni model z metodo odločitvenih dreves. Za 
izgradnjo modela smo uporabili funkcijo "rpart" s parametroma "minsplit = 5" in "minbucket 
= 5", pri čemer prvi definira minimalno število opazovanj v posameznem vozlišču, zadnji 
pa minimalno število opazovanj v listih drevesa, tj. končnih vozliščih. Napovedno moč 
modela smo nato določili na podlagi natančnosti (ang. accuracy) napovedi MS statusa na 
testni množici. Stopnjo pomembnosti posameznih spremenljivk smo ocenili s pomočjo gini 
indeksa, ki predstavlja čistost (ang. impurity) spremenljivk. Za izris grafik smo uporabili 
funkcijo “fancyRpartPlot” iz paketa “rattle”. 
 
Vse analize smo napravili ločeno za MSFAM, MSS, in združeni MS skupini (vsakokrat 
primerjajoč s kontrolno skupino preiskovancev). Ločeno smo izvedli analizo na 253 
preiskovancih, za katere smo imeli na voljo vse obravnavane spremenljivke, in na vseh 319 
preiskovancih, za katere smo imeli na voljo podatke o prisotnosti izbranih različic v 
inflamasomski poti in HLA alelov. 
 
Spremenljivke prisotnosti "MS obogatenih" različic nismo upoštevali, saj bi s tem zaradi 
odsotnosti enakovredne spremenljivke za kontrolno skupino skupine z MS obravnavali 
pristransko (vrednost "1" bi tu po definiciji lahko imeli le preiskovanci z MS). 
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Hkratni prikaz dejavnikov tveganja na slikah 11 in 12 smo izrisali z R paketom funkcij 
»alluvial«.  
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4.1 GENOMSKI DEJAVNIKI 
 
4.1.1 Mutacijsko breme redkih različic v inflamasomski poti 
 
V  inflamasomskem panelu genov (preglednica 6) smo odkrili 300 redkih (frekvenca v bazi 
različic »gnomAD« < 0,05) genetskih različic, ki povzročijo spremembo aminokislinskega 
zaporedja kodirajočega proteina. Med vsemi 319 preiskovanci smo odkrili 1031 alelov 
omenjenih različic. Pripadajoči lokusi so bili uspešno genotipizirani v 99,7 odstotkih. 
SKAT statistični test za analizo mutacijskega bremena je pokazal statistično značilno 
povečanje mutacijskega bremena pri preiskovancih z MS v primerjavi z etnično ujemajočo 
se kontrolno skupino (MSFAM: p-vrednost = 0,00025; MSS: p-vrednost = 0,00002; MS-
združeno: p-vrednost = 0,00004). 
 
V svetovni populaciji izjemno redke različice (odsotne v »gnomAD«) so bile med 
preiskovanci z MS odkrite pet-krat pogosteje kot v kontrolni skupini preiskovancev (Hi-
kvadrat test: p-vrednost =0,008). 
 
V ločeni analizi, ki smo jo izvedli, da bi identificirali set različic z najverjetnejšo funkcijsko 
pomembnostjo (vplivom na delovanje kodirajočega proteina), smo različice dodatno 
anotirali s točkovanjem po CADDphred lestvici. Relativno breme različic pri MS 
preiskovancih (v primerjavi s kontrolno skupino, upoštevajoč razliko v številu 
preiskovancev med skupinami) v odnosu do upoštevanih mej za vključitev različic v analizo 
je prikazano na sliki 4. Prikazali smo trend, ki nakazuje, da bolj kot je različica v 
inflamasomskem panelu genov redka ali višje, kot je ocenjena njena patogenost, večja je 
verjetnost, da bo prisotna v eni od skupin MS preiskovancev in ne med kontrolnimi 
preiskovanci. 
 
Z Monte Carlo simulacijo smo pokazali, da je omenjen trend statistično značilen za 
predhodno izbrane gene (preglednica 6) z vplivom na regulacijo inflamasomske aktivacije 
(numerično določene p-vrednosti za prediktor “frekvenca različice” po skupinah: MSFAM: 
0,0002; MSS: 0,0011; združeni MS preiskovanci: 0,0005; p-vrednosti za prediktor 
“CADDphred” različice po skupinah: MSFAM: 0,0092; MSS: 0,0353; združeni MS 
preiskovanci: 0,0179). Hkrati smo pokazali, da je za naključno izbran set genov enako 
verjetno, da bo veljalo nasprotno, kar govori v prid nepristranskosti pridobljenih sekvenčnih 
podatkov z ozirom na skupino, ki ji pripadajo preiskovanci – slika 4. Nobeden izmed 
100.000 naključno generiranih genskih panelov ni hkrati dosegal obeh trendov (“frekvenca 
različice” in “CADDphred”), ki sta bila opažena za izbran inflamasomski panel genov. 
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Še prepričljivejše povišanje relativnega bremena se je pokazalo, ko smo redkost in 
predvideno patogenost različic obravnavali hkrati – slika 5. Drugačnosmiselne različice z 
frekvenco pod 1x10-5 (ustreza odsotnosti, enkratni ali dvakratni pojavnosti različice v 
podatkovni bazi gnomAD) in CADDphred vrednostjo nad 20 so predstavljale 10 odstotkov 
vseh odkritih drugačnosmiselnih različic. Takšne različice so bile prisotne domala izključno 
pri preiskovancih z MS in jih tu imenujemo »izbrane« različice – preglednica 7. Nekatere 
vrste različic, kot so nesmiselne, takšne s spremembo bralnega okvirja, in takšne, ki vplivajo 
na spajanje eksonov, pogosto povzročijo nefunkcionalnost kodirajočega proteina. Izmed 20 
takšnih odkritih različic smo 10 v svetovni populaciji najredkejših odkrili izključno med 
preiskovanci z MS. Omenjene različice smo vključili med izbrane različice po istih kriterijih, 
kot ostale, z izjemo različic s premikom bralnega okvirja, kjer smo upoštevali le kriterij 
pogostnosti (skupno 3 tovrstne različice). 
 
Odkrili smo 17 različic prisotnih pri več kot enem preiskovancu z MS, ki so se glede na 
njihovo siceršnjo redkost v svetovni populaciji kvalificirale (Fisherjev eksaktni test; p-
vrednost < 0,01; glej poglavje metode 3.2.3.1) kot »MS-obogatene« - preglednica 8. MS-
obogatene različice z CADD-phred vrednostmi nad 20 so bile odkrite v genih RIPK2, IFIH1, 
CHUK, PTPRC, HDAC6, DUSP1, in SIRT2. 
 
V naši raziskavi smo ponovno odkrili dve različici v NLRP1 genu (Thr670Ile in Phe274Leu), 
ki jih je nedavno v skupini preiskovancev z MS opisal Bernales s sod. (2018). S statistično 
analizo, v kateri smo upoštevali skupno velikost obeh vzorcev preiskovancev z MS, 
ocenjujemo replikacijo kot statistično značilno (p-vrednost: 0,007). Vse različice odkrite v 
tej raziskavi skupaj s kvaliteto genotipizacije, kot jo poda orodje GATK, ukaz »VQSR« 
(Variant Quality Score Recalibration), so na voljo v dopolnilni tabeli S1 izdani skupaj z 
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Slika 4:  Mutacijsko breme v MS skupinah v primerjavi s kontrolno skupino. 
Panela A in B prikazujeta relativno breme (skupno število alelov) različic v inflamasomskem panelu 
genov glede na pražno vrednost pogostnosti in CADD ocene različic. Panela C in D prikazujeta 
vrednosti regresijskih koeficientov (obarvane točke) dobljenih s prilagajanjem linearnega modela 
(premice na panelih A in B) v primerjavi s porazdelitvijo koeficientov dobljenih s ponovitvijo analize 
na 100.000 naključno sestavljenih genskih panelih enake velikosti (62 genov). 
Figure 4:  Mutational burden in the MS cohorts relative to the control cohort. 
Plots A and B represent the relative burden (the number of alleles) of variants in the inflammasome 
gene panel with different gnomAD minor allele frequencies (MAF) and CADD score cutoffs. Panels C 
and D display the values of regression coefficients (colored dots) obtained for linear models (black lines 
on panels A and B) in comparison to the distribution of regression coefficients obtained for 100,000 
randomly generated panels of the same size (62 genes). Panels C and D match panels A and B, 
respectively. »MSFAM«: familial MS cohort, »MSS«: sporadic MS cohort 
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Slika 5:  Kriteriji za izbrane različice. 
Povišanje mutacijskega bremena pri preiskovancih z MS glede na pražno vrednost pogostnosti in 
CADD oceno različic (relativno na kontrolno skupino preiskovancev, normalizirano za različne 
velikosti skupin). Različice zastopane v desnem zgornjem kotu (očrtane z rdečo) so bile prisotne 8 krat 
pogosteje pri bolnikih z MS, kot v kontrolni skupini – imenujemo jih »izbrane različice« in so prikazane 
v preglednici 7. Vse različice očrtane z rumeno so bile 4,7-krat pogostejše pri preiskovancih z MS in 
so na voljo v dopolnilni tabeli S1 izdani skupaj z objavo opisanih rezultatov (Vidmar in sod., 2019). 
Figure 5:  Criteria for selected variants. 
Increase of variant burden in probands with MS with respect to the employed CADD and populational 
frequency cutoff value (relative to the burden in the control cohort, normalized for different cohort 
sizes). Variants qualifying into the top right corner (red dotted line) were detected 8 times as often 
among the MS probands and are listed in the Table 7. All variants qualifying within the outer dotted 
line were 4.7 times as common among the MS probands and are available in  supplementary Table S1 
online (Vidmar in sod., 2019). 
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Preglednica 7: Izbrane različice. 
Stolpec »hg19« podaja genomsko lokacijo referenčnega nukleotida in različice. V stolpcu »Tip«: FS 
označuje tip različice s spremembo bralnega okvirja (angl. frameshift), DS je drugačnosmiselna, SA 
(angl. splice acceptor) je tip različice z vplivom na spajanje eksonov. V tem primeru je v stolpcu 
»AK« zapisana sprememba transkripta, sicer pa aminokislinska sprememba, ki jo različica povzroči 
v proteinu. »gAF« in »gAC« podajata frekvenco in število alelov različice v podatkovni bazi 
gnomAD. »MS« in »KONTR« podajata število alelov navedenih različic med preiskovanci z MS in 
v kontrolni skupini (od tega 14 alelov v skupini MSFAM in 16 v MSS). Vse izbrane različice so bile 
pri preiskovancih odkrite v heterozigotnem stanju, enako velja za podatkovno bazo gnomAD. 
Različice označene z »*« v stolpcu »GEN« so poleg kriterijev za izbrane različice izpolnile tudi 
kriterije za »MS obogatene« različice. Na dnu preglednice s »Frek.« označujemo frekvenco izbranih 
različic med preiskovanci z MS in v kontrolni skupini. Dodatne anotacije navedenih različic so na 
voljo v dopolnilni tabeli S1 izdani skupaj z objavo opisanih rezultatov (Vidmar in sod., 2019). 
Table 7: Selected variants. 
“hg19” represents genome coordinates in a “chr_coordinate_reference-allele_alternate-allele” form. 
FS, DS, and SA in the »Tip« column denote frameshift, missense, and splice-acceptor variant types. 
The latter have transcript information reported in the “AK” column, which otherwise states amino-
acid change. “gAF” and “gAC” columns represent variant frequency and allele count reported in the 
GnomAD database and “MS” and “KONTR” columns report the absolute numbers of variant alleles 
in the combined MS and control cohorts, respectively. All selected variants were present only in the 
heterozygous state, both in our cohorts and gnomAD (if present).  Variants marked with * in the 
»GEN« column also fulfilled the MS enriched variants criteria. “Frek.” is the overall frequency of 
the selected variants’ alleles in our cohorts considering the MS-combined and control cohort sizes of 
n=175 and n=144, respectively. Other relevant annotations are available in the supplementary Table 
S1 of our publication (Vidmar in sod., 2019). 
 
GEN hg19 AK Tip gAF gAC CADD MS KO. 
CASP1 11_104901069_A_- Asn205fs FS 4,10E-06 1 NA 1 0 
CASP8 2_202131331_C_A Ala100Asp DS NA 0 24,4 1 0 
DHX58 17_40257124_G_C Thr438Arg DS 4,07E-06 1 26,7 1 0 
EIF2AK2 2_37336412_T_A Glu468Asp DS NA 0 25,4 1 0 
FOXO3 6_108985199_A_G Asp388Gly DS 4,06E-06 1 23,3 1 0 
HDAC6 X_48681075_A_G Thr795Ala DS NA 0 25,5 0 1 
HSP90AB1 6_44220815_T_G Cys589Gly DS 4,08E-06 1 22,3 1 0 
IFIH1* 2_163134114_T_C Met619Val DS 8,14E-06 2 24,4 2 0 
MEFV 16_3304478_-_C Gln198fs FS NA 0 NA 1 0 
NLRP1 17_5445285_T_- Asn864fs FS NA 0 NA 1 0 
NLRP3 1_247588351_C_A Leu536Met DS NA 0 24,0 1 0 
      se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 7        
GEN hg19 AK Tip gAF gAC CADD MS KO. 
POLR3A 10_79741230_C_T Asp1283Asn DS 8,13E-06 2 35,0 1 0 
POLR3A 10_79769710_C_T Arg561Gln DS 8,12E-06 2 35,0 1 0 
POLR3A 10_79745740_G_A Arg998Cys DS 8,12E-06 2 25,1 1 0 
POLR3A 10_79753041_T_G Ile901Leu DS NA 0 22,6 1 0 
POLR3A 10_79770247_T_G Ile542Leu DS NA 0 25,2 1 0 
POLR3A 10_79764601_T_C Gln707Arg DS 4,06E-06 1 22,6 1 0 
POP1 8_99161077_C_T Pro582Leu DS NA 0 33,0 1 0 
PTPN2 18_12794395_C_T Arg377Gln DS NA 0 27,2 1 0 
PTPN22 1_114399219_G_A Ala144Val DS NA 0 22,1 1 0 
PTPRC 1_198701436_C_T Pro661Leu DS 4,08E-06 1 34,0 1 0 
PTPRC 1_198665899_C_A His53Gln DS NA 0 22,9 1 0 
RIPK2* 8_90782096_C_T Pro194Ser DS NA 0 32,0 2 0 
SIRT2 19_39371539_T_C c.748-2A>G SA NA 0 20,6 1 0 
SIRT2 19_39380575_G_A Pro99Ser DS 4,06E-06 1 25,7 1 0 
TYK2 19_10468526_C_T Ala794Thr DS NA 0 23,1 1 1 
TYK2 19_10479064_G_A Ala75Val DS 8,12E-06 2 25,3 1 0 
TYK2 19_10468793_C_T Gly733Ser DS 4,21E-06 1 25,0 1 0 
ULK1 12_132396530_C_T Pro331Leu DS 8,15E-06 2 25,7 0 1 
      
Frek.: 0,08 0,01 
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Preglednica 8: MS obogatene različice. 
Glej pripis k preglednici 7 za razlago poimenovanja stolpcev. V stolpcih je zapisano celotno število 
alelov in število alelov, ki so bili odkriti v homozigotnih preiskovancih v oklepajih. Med MS 
obogatene različice sodita tudi Pro194Ser in Met619Val v genih RIPK2 in IFIH1, ki sta navedeni v 
preglednici 7. Dodatni tipi različic v  preglednici 8 so »DEL« delecija brez premika bralnega okvirja 
(angl. inframe deletion), »ST+« različica z vstavitvijo stop kodona, »ST-» različica z izgubo stop 
kodona. 
Table 8: MS enriched variants. 
See Table 7 caption for header description. Columns “gAC”, “MS”, and “KO.” report the total allele 
count while the allele count contributed by the homozygous probands is reported in the brackets. 
Variants Pro194Ser and Met619Val in RIPK2 and IFIH1 genes fulfilled both MS enriched and 
selected variants criteria and are reported in Table 7. Additional variant types appearing in this table 
are: »DEL« inframe_del, »ST+« stop_gained, and »ST-» start_lost. 
 
GEN hg19 AK Tip gAF gAC CADD MS KO. 
CARD18 11_105009760_C_A Gly18Val DS 1,63E-05 4 11,8 3 0 
CHUK 10_101959733_G_A Pro575Leu DS 1,63E-05 4 24,4 2 0 
DHX58 17_40257832_CTG_- Gln391del DEL 4,11E-06 1 NA 2 0 
DUSP1 5_172197790_C_T Ala56Thr DS 0,022276 2192(36) 22,7 12 6 
HDAC6 X_48681187_G_A Arg832His DS 0,023789 4046(39) 23,9 17(14) 7(4) 
IFIH1 2_163134090_C_A Glu627* ST+ 0,003199 786(1) 38,0 7 1 
IL4 5_132015548_G_A Arg109Gln DS 7,76E-05 19 14,7 2 0 
LRRFIP1 2_238671578_T_C Ser408Pro DS 2,44E-05 6 2,93 2 0 
CGAS 6_74161604_C_T Gly101Arg DS 0,015178 2080(25) 8,01 11 5 
NLRP1 17_5424908_C_T Arg1240His DS 4,47E-05 11 0,11 3 0 
PTPRC 1_198718604_G_A Asp1000Asn DS 0,000193 47 28,5 3 1 
SIRT2 19_39379770_C_T Arg153His DS 0,008683 2129(19) 34,0 9(2) 3 
TBK1 12_64891037_G_C Glu653Gln DS 0,000254 56 18,9 2 0 
TICAM1 19_4816670_G_C Leu574Val DS 0,000138 34 0,001 2 0 
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4.1.2 Genotipi HLA 
 
Rezultati genotipizacije HLA regije na podlagi analize WES podatkov za vseh 319 
preiskovancev so prikazani v preglednici 9. V primerjavi s kontrolno skupino je bila 
prisotnost rizičnega alela DRB1*15:01 statistično značilno pogostejša v obeh MS skupinah 
in med vsemi preiskovanci z MS na splošno. Prisotnost protektivnega alela HLA-A*02:01 
je bila pogostejša med kontrolnimi preiskovanci, a razlika ni dosegala statistične značilnosti. 
Kombinacija prisotnosti DRB1*15:01 in odsotnosti HLA-A*02:01 je bila štirikrat 
pogostejša pri preiskovancih z MS in v vseh MS skupinah statistično najznačilnejša. 
Omenjena kombinacija alelov je izkazovala sinergični učinek (preglednica 10). 
 
Preglednica 9: Rezultati genotipizacije HLA lokusov DRB1 in HLA.A. 
Razlikovali smo med prisotnostjo in odsotnostjo rizičnega alela DRB1*15:01 ter protektivnega alela 
HLA-A*02:01. »DRB1+HLA.A-» označuje pri preiskovancu hkratno prisotnost prvega in odsotnost 
drugega (najvišje tveganje za MS). MS: združeni skupini MSFAM in MSS (vsi preiskovanci z MS), 
KONTR: kontrolna skupina preiskovancev. Prisotnost alelov je navedena kot »število preiskovancev 
s prisotnim alelom/število vseh preiskovancev v skupini (odstotek s prisotnim alelom)«. P-vrednosti 
so izračunane s testom Hi-kvadrat za vsako skupino v primerjavi s kontrolno. 
Table 9: Results of the HLA DRB1 and HLA.A loci genotypization. 
We distinguished between the presence and absence of DRB1*15:01 risk and HLA-A*02:01 
protective allele. “DRB1+HLA.A-“ is the dummy variable created to denote the presence of the 
former and concurrently the absence of the latter in an individual (representing maximal MS risk 
combination). The presence of the alleles is given as »the number of probands with allele 
present/number of all probands in the group (percent with the allele)«. MSFAM: the group of familial 
MS, MSS: the group of sporadic MS, MS: the combined MSFAM and MSS group (all probands with 
MS), KONTR: the control group. P-values (“p-vrednost”) were calculated using Fisher exact test by 
pairwise comparison of each MS group to the control group. 
 
 
DRB1+ HLA.A+ DRB1+HLA.A- 
KONTR 24/144 (16,7 %) 46/144 (31,9 %) 12/144 (8,3 %) 
MS 75/175 (42,9 %) 44/175 (25,1 %) 59/175 (33,7 %) 
MSFAM 34/86 (39,5 %) 21/86 (24,4 %) 26/86 (30,2 %) 
MSS 41/89 (46,1 %) 23/89 (25,8 %) 33/89 (37,1 %) 
MS [p-vrednost] 9,10542E-07 0,2231179 1,23747E-07 
MSFAM [p-vrednost] 0,000209572 0,2866821 3,42107E-05 
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Preglednica 10: Analiza interakcije izbranih HLA alelov. 
Vrednosti »RERI«, »APAB« in »S« (sinergični indeks) ocenjujejo aditivni sinergični učinek hkratne 
prisotnosti alela DRB1*15:01 in odsotnosti alela HLA-A*02:01 na MS status preiskovancev. V 
oklepajih je naveden interval zaupanja (vrednost zaupanja 95 %). Vrednosti RERI in S različne od 1 
ter APAB različne od 0 označujejo prisotnost sinergičnega učinka. MS: združeni skupini MSFAM 
in MSS (vsi preiskovanci z MS). 
Table 10: Analysis of the interaction of selected HLA alleles. 
The values of »RERI«, »APAB« and »S« (synergic index) estimate additive synergic effects of joint 
presence and absence of DRB1*15:01 risk and HLA-A*02:01 protective HLA alleles on the MS 
status of the probands. In the absence of interaction APAB = 0 and RERI and S = 1. Confidence 
intervals are given in the brackets (95 % confidence level). MSFAM: the group of familial MS, MSS: 
the group of sporadic MS, MS: the combined MSFAM and MSS group (all probands with MS). 
 
 
RERI APAB S 
MS 4,33 (0,08 - 8,59) 0,73 (0,44 - 1,01) 7,82 (0,60 - 102) 
MSFAM 3,73 (-0,81 - 8,29) 0,66 (0,27 - 1,05) 5,02 (0,51 - 49,9) 
MSS 4,85 (-0,08 - 9,79) 0,78 (0,49 - 1,06) 13,7 (0,11 - 1752) 
 
4.1.3 Genotipi HERV insercij 
 
Frekvence HERV insercij na vseh preučevanih lokusih v prvi fazi (metoda NGS na 102 
preiskovancih) podajamo v preglednici 11. 
 
Dve HERV inserciji sta dosegli nominalno statistično značilno povišano frekvenco med 
preiskovanci z MS: HERV na genomski lokaciji 5q14.1 (Marchi in sod., 2014) v intronu 
gena RASGRF2 in HERV na genomski lokaciji 7q36.3a (Wildschutte in sod., 2016) v intronu 
gena PTPRN2. Prisotnost HERV insercij na teh dveh lokusih smo z metodo PCR dolgega 
dosega genotipizirali pri 253 preiskovancih v drugi, usmerjeni fazi raziskave. 
 
Dolžina vseh amplikonov insercijskih alelov na agaroznem gelu je bila skladna z insercijami 
solo-LTR dolžine, torej brez prisotnosti celotnega provirusnega zaporedja. 
Rezultati genotipizacije opravljene na 253 preiskovancih so prikazani v preglednici 12. 
Upoštevajoč logaditivni model je bila insercija v genu PTPRN2 statistično značilno 
(upoštevajoč Bonferonni popravljeno mejo za p-vrednost) povezana z MS. Insercija v 
RASGRF2 je bila vedno prisotna kvečjemu v heterozigotnem (in nikoli v homozigotnem) 
stanju. Genotipi insercij določeni z obema metodama (NGS in PCR) uporabljenima na 102 
preiskovancih so bili identični, s čimer smo potrdili validnost naše NGS metode. 
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Preglednica 11: Frekvence insercijskih HERV alelov pri 102 preiskovancih (metoda NGS). 
Lokusi HERV insercij so podani z genomskimi lokacijami, kot so opisani v literaturi. Za natančno 
lokacijo v hg19 referenčnem genomu in prvi opis HERV-a v literaturi glej preglednico 1. MS: 
združeni skupini MSFAM in MSS (vsi preiskovanci z MS), KONTR: kontrolna skupina 
preiskovancev. Prikazane frekvence (»frek.«) temeljijo na analizi 102 preiskovancev. »p-vred.«: p-
vrednosti določene s Fisher testom, nominalno statistično značilne vrednosti so odebeljene. 
Table 11: The frequencies of HERV insertion alleles in 102 probands (NGS method). 
HERV loci are given with genomic locations as reported in the original literature. For the exact 
position in the hg19 reference genome and first description in scientific literature see table 1. 
MSFAM: the group of familial MS, MSS: the group of sporadic MS, MS: the combined MSFAM 
and MSS group (all probands with MS), KONTR: control group. Frequencies (»frek.«) are based on 
the analysis of 102 probands. »p-vred.«: p-value calculated with Fisher exact test by pairwise 


















19p12b 0,133 0,098 0,267 0,169 0,803 0,167 0,452 
1q41 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 
11q12.2 0,071 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 
20p12.1 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 
1p21.1 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 
5q12.3 0,233 0,190 0,200 0,194 0,770 0,734 0,765 
5q14.1 0,000 0,226 0,033 0,131 0,016 1,000 0,100 
19q12 0,667 0,571 0,533 0,556 0,856 0,906 0,897 
8q24.3c 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 
Xq21.33 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 
12q13.2 0,867 0,975 0,933 0,957 0,102 0,335 0,118 
6p22.3 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 
1p31.1c 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 
8p22 0,500 0,390 0,400 0,394 0,878 0,850 0,885 
7q36.3a 0,304 0,677 0,567 0,623 0,012 0,094 0,014 
19q13.43 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 
4p16d 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 
7q36.3b 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 
12q12 0,267 0,190 0,233 0,208 0,854 0,724 0,818 
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Preglednica 12: Rezultati genotipizacije izbranih HERV insercij pri 253 preiskovancih. 
Podana je frekvenca heterozigotnih in homozigotnih genotipov: “I|D” oziroma “I|I” (I: insercija, D: 
odsotnost insercije na lokusu). MS: združeni skupini MSFAM in MSS (vsi preiskovanci z MS), 
KONTR: kontrolna skupina preiskovancev. Razmerje obetov (»OR«) in p-vrednost za insercijo 
7q36.3a smo izračunali na podlagi log aditivnega modela, primerjajoč vse MS preiskovance s 
kontrolno skupino. Za 5q14.1 pa smo ob odsotnosti homozigotnega stanja s Fisherjevim testom 
primerjali le skupino družinskih bolnikov z MS (MSFAM) proti kontrolni skupini (KONTR). 
Table 12: Genotyping results of selected HERV insertions on 253 probands. 
The frequency of heterozygous and homozygous (“I|D” and “I|I”) genotypes is displayed (I: 
insertion, D: absence of insertion). MSFAM: the group of familial MS, MSS: the group of sporadic 
MS, MS: the combined MSFAM and MSS group (all probands with MS), KONTR: the control 
group. Odds ratio (“OR”) and P-value (“p-vrednost”) for the PTPRN2 insertion were calculated using 
the log-additive model comparing all MS probands with the controls. The P-value for RASGRF2 
insertion was calculated using the Fisher exact test, comparing MSFAM with the control group. 
 
 
7q36.3a (Wildschutte in sod., 2016) 
 v genu PTPRN2 
5q14.1 (Marchi in sod., 2014) 
 v genu RASGRF2 
Skupina frekvenca I|D frekvenca I|I frekvenca I|D frekvenca I|I 
MSFAM 0,39 0,13 0,21 0 
MSS 0,44 0,13 0,08 0 
MS 0,42 0,13 0,14 0 
KONTR 0,33 0,03 0,06 0 
OR 2,02 3,30 
p-vrednost 0,00086 0,01 
 
4.2 EKSPOZOMSKI DEJAVNIKI 
 
4.2.1 Prisotnost DNA zaporedij patogenih organizmov 
 
4.2.1.1 Določanje prisotnosti virusnih sekvenc iz podatkov NGS 
 
Količina branj izvirajočih iz virusnih genomov v prvi fazi preiskave (ciljani NGS) ni bila 
zadostna za uspešno analizo virusnega bremena, zato smo se odločili za menjavo metode na 
usmerjeni in občutljivejši qPCR. O vzrokih in možnostih izboljšav razpravljamo v poglavju 
5.4. Analiza NGS podatkov z orodjem »Readscan« je sicer navajala prisotnost različnih 
patogenih organizmov, a je ročna analiza posameznih branj, ki so te zaključke orodja 
podpirali, pokazala, da gre za lažno pozitivne rezultate. Omenjena branja so predstavljala 
DNA odseke izjemno nizke kompleksnosti (zaporedja enakih nukleotidov različnih dolžin 
ali preproste tri-nukleotidne ponovitve) in so predstavljala nespecifične poravnave. Isto 
ugotovitev je potrdila tudi analiza branj s spletnim orodjem BLAST. 
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4.2.1.2 Določanje prisotnosti virusa EBV in HHV-6 iz podatkov qPCR 
 
4.2.1.2.1 Virus EBV 
 
Rezultate realno-časovne kvantitativne PCR analize preiskovancev na prisotnost virusa EBV 
v iz periferne krvi izolirani DNA prikazujejo preglednica 13 ter sliki 6 in 7. Rezultati vpliva 
ostalih preučevanih dejavnikov tveganja na prisotnost EBV pri preiskovancih so podani v 
poglavju 4.6 »rezultati – integracija podatkov«. 
 
Preglednica 13: Rezultati detekcije EBV z realno-časovnim qPCR. 
Detekcija EBV v DNA izolirani iz celotne krvi preiskovancev je navedena kot »število pozitivnih 
preiskovancev/število vseh preiskovancev v skupini (odstotek EBV pozitivnih)«. P-vrednosti so 
izračunane s Fisherjevim testom za dihotomno spremenljivko (pozitivni proti negativnim) za vsako 
izmed MS skupin v primerjavi s kontrolno skupino. Enako smo z Wilcoxonovim testom vsote rangov 
ocenili statistično značilnost povišanega števila kopij EBV genoma na celico v posameznih MS 
skupinah. MS: združeni skupini MSFAM in MSS (vsi preiskovanci z MS), KONTR: kontrolna 
skupina preiskovancev. 
Table 13: Results of EBV detection with real-time qPCR. 
The detection of EBV in the DNA isolated from whole blood (EBV positivity) is given as »the 
number of EBV positive/the number of all probands in the group (percent positive)«. P-values (“p-
vrednost”) with respect to EBV positivity were calculated using Fisher exact test by pairwise 
comparison of each MS group with the control group. In the same manner, the Wilcoxon rank-sum 
test was used to determine the statistical significance of the increased EBV copies per cell found in 
the MS groups compared to the control group. MSFAM: the group of familial MS, MSS: the group 






4.2.1.2.2 Virus HHV-6 
 
Po analizi prvih 100 preiskovancev s qPCR virusa HHV-6a ali HHV-6b nismo odkrili pri 




 MSFAM MSS MS KONTR 
Odstotek pozitivnih 40/72 (56 %) 35/86 (41 %) 75/158 (47 %) 32/95 (34 %) 
Fisher t. p-vrednost 0,0071 0,3576 0,0359 / 
Wilcoxon t. p-vrednost 0,0068 0,4408 0,0501 / 
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Slika 6:  Kvantitativni rezultati qPCR za EBV glede na starost preiskovancev. 
Vsak izmed 253 preiskovancev je na grafu predstavljen s piko. X os prikazuje njihovo starost ob 
odvzemu krvi v letih, Y os prikazuje število kopij virusa EBV na celico. Krivulje predstavljajo tekoče 
povprečje po metodi LOESS (angl. locally estimated scatterplot smoothing). MSFAM: skupina 
preiskovancev z družinsko pojavnostjo MS, MSS: skupina s sporadično MS, KONTR: skupina 
kontrolnih preiskovancev. 
Figure 6:  Quantitative results of the EBV qPCR in respect to the probands’ age. 
Each of 253 probands included in the analysis is represented by a dot. The X-axis represents 
probands’ age at blood draw and the Y-axis represents the number of detected EBV copies per cell. 
Fitted lines represent rolling averages according to the LOESS method (locally estimated scatterplot 
smoothing). MSFAM: the group of familial MS, MSS: the group of sporadic MS, KONTR: the 
control group. 
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4.2.2 Neinfektivni dejavniki iz okolja in epigenetska analiza  
 
Stopnja bisulfitne konverzije v petih DNA knjižnicah je znašala 96,3±0,2 %. Noben izmed 
preiskovanih CpG lokusov ni bil povezan s spolom preiskovancev. 
 
4.2.2.1 Metilacija CpG mest povezanih z izpostavljenostjo tobačnemu dimu 
 
Rezultate analize CpG lokusov povezanih z izpostavljenostjo tobačnemu dimu prikazuje 
preglednica 14. Med 102 preiskovanci vključenimi v analizo metilacije je bilo 37 kadilcev. 
V kontrolni skupini (34 preiskovancev) 9 in v skupini z MS (34 iz skupine MSFAM in 34 iz 
skupine MSS) 28 (13 MSFAM in 15 MSS).  
 
     
      
      
      
                            






     
     
   
Slika 7:  Gostota porazdelitve rezultatov qPCR za EBV. 
Za vsako izmed skupin (glej besedilo k sliki 6 za razlago legende) je podana gostota porazdelitve 
spremenljivke števila detektiranih kopij EBV genoma na celico pri posameznih preiskovancih. 
Figure 7:  Distribution density of EBV qPCR results. 
For each of the proband groups (see figure 6 caption) the distribution of copies of detected EBV 
genomes per cell per proband is displayed. 
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Preglednica 14: Rezultati analize metilacije lokusov povezanih s kajenjem. 
“Korel.lit.”: smer korelacije metiliranosti s kadilskim statusom, ki je za dan lokus opisana v literaturi; 
“lit.Δβ>10”: velikost učinka opisanega v literaturi podana kot večja ali manjša od 10 % razlike v 
metilaciji med kadilci in nekadilci; »dolgot.«: dolgotrajnost učinka (lokus ostane drugačno metiliran 
tudi več let po prenehanju kajenja); »Δβ-kajenje[%]”: razlika v stopnji metiliranosti med skupinama 
kadilcev in nekadilcev v pričujoči raziskavi izražena v odstotkih; “p-vred. kajenje”: p-vrednost 
dobljena s Fisherjevim testom; “Δβ-MS[%]” razlika v stopnji metiliranosti med skupinama bolnikov 
z MS in kontrolnih preiskovancev; *lokus leži v intergenski regiji, a je bila njegova metiliranost 
povezana z izražanjem navedenga gena. 
Table 14: The results of methylation analysis of loci associated with smoking. 
“Korel.lit.”, “Δβ>|10| kit.”, and »dolgot.« are values obtained from the scientific literature and 
describe the direction of the percent methylation change (Δβ) in smokers, whether the effect size is 
larger than 10 %, and whether the effect of smoking on the methylation status is long-lasting, 
respectively. Δβ-kajenje[%] and Δβ-MS[%] list represent the methylation change observed amongst 
smokers (vs non-smokers) and MS (vs non-MS) in this study. “p-vred” lists the associated p-values 
obtained with Fisher exact test. *the locus is in the intergenic region, but its methylation status has 
been linked to the expression of the listed gene. 
 














cg19859270 GPR15 neg. 0 1 0,22 0,89001 0,11 0,9550 
cg21566642 ALPPL2* neg. 1 1 -8,44 3,32E-08 1,34 0,3763 
cg03636183 F2RL3 neg. 1 1 -11,23 7,97E-14 -0,48 0,7575 
cg05575921 AHRR neg. 1 1 -16,2 2,26E-27 -1,97 0,1688 
cg06126421 / neg. 1 1 -9,31 3,06E-11 1,13 0,4053 
cg06644428 ALPPL2* neg. 0 1 -2,05 0,23001 0,77 0,6618 
cg15342087 / poz. 0 1 -2,25 0,21846 -3,23 0,0866 
cg01940273 ALPPL2* neg. 0 1 -7,21 0,00018 -1,12 0,5626 
cg25189904 GNG12 neg. 0 1 -5,35 0,00082 0,08 0,9753 
cg12803068 MYO1G poz. 0 1 -1,78 0,18458 -2,33 0,0897 
cg11554391 AHRR neg. 0 1 -3,43 0,01799 -0,22 0,8882 
cg26703534 AHRR neg. 0 0 -5,31 0,00015 -4,08 0,0041 
cg14817490 AHRR neg. 1 0 -7,33 8,91E-06 -6,24 0,0002 
cg19572487  RARA neg. 0 1 -2,62 0,05071 -0,11 0,9366 
cg23916896  AHRR neg. 0 1 -2,36 0,08847 -1,27 0,3705 
cg16145216 HIVEP3 poz. 0 0 -4,34 0,00346 -4,72 0,0020 
cg19406367  SGIP1 poz. 0 0 2,49 0,11391 3,3 0,0383 
cg05603985  SKI neg. 0 0 -5,12 0,00064 -1,03 0,5089 
cg14099685  CUGBP1 neg. 0 0 1,26 0,37124 2,12 0,1233 
cg01097768  AHRR neg. 0 0 -4,32 0,00932 -2,33 0,1747 
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4.2.2.2 Metilacija HERV promoterjev 
 
Razliko v stopnji metilacije ob obravnavanih lokusih HERV insercij med preiskovanci z 
insercijo in preiskovanci homozigotnimi za odsotnost insercije prikazuje preglednica 15. 
Epigenetska analiza je pokazala hipometiliranost pri obeh lokusih v skupinah preiskovancev 
z insercijo. 
 
Preglednica 15: Rezultati analize metilacije v povezavi s prisotnostjo HERV insercij. 
Razlika v stopnji metilacije (Δβ) v skupini s heterozigotno (het.) in homozigotno (hom.) HERV 
insercijo v primerjavi s skupino preiskovancev brez nje. P-vrednosti so rezultat Fisherjevega testa. 
Noben preiskovanec ni bil homozigoten za insercijo v genu RASGRF2. 
Table 15: The results of the methylation analysis with respect to the presence of HERV insertions. 
The difference of methylation levels (Δβ) for probands with heterozygous (het.) and homozygous 
(hom) insertion is given in comparison to the probands without the insertion. “p-vred.” denotes the 
corresponding p-values obtained with the Fisher exact test. There were no probands with 
homozygous insertion within the RASGRF2 gene. 
 
HERV Gen Δβ-het. p-vred. het. Δβ-hom. p-vred. hom. 
5q14.1 RASGRF2 -8,25 0,033 / / 
7q36.3a PTPRN2 -5,73 0,070 -9,22 0,096 
 
4.3 INTEGRACIJA GENOMSKIH IN EKSPOZOMSKIH DEJAVNIKOV 
 
Integrativne statistične analize smo napravili na podatkih vseh 319 preiskovancev, za katere 
smo imeli informacijo o preučevanih HLA lokusih in prisotnostjo izbranih različic v 
inflamasomski poti, ter ločeno na podmnožici 253 preiskovancev, za katere smo imeli 
dodatno na voljo še informacijo o prisotnosti odkritih HERV insercij in viremije EBV. Na 
sliki 8 prikazujemo korelacije med preiskovanimi dejavniki tveganja pri 253 preiskovancih 
in na sliki 9 modele odločitvenih dreves sestavljenih na podlagi istih dihotomnih 
spremenljivk. Na sliki 10 enako prikazujemo za celoten set 319 preiskovancev. V 
preglednici 16 podajamo natančnost napovednih modelov, kot je določena na podlagi 
pravilne določitve statusa MS v testni podmnožici (glej metode). Slika 11 prikazuje vpliv 
umetne spremenljivke (hkratna prisotnost rizičnega HLA  alela in odsotnost protektivnega 
HLA.A alela pri preiskovancu ) in prisotnostjo izbranih različic v inflamasomski poti na MS 
status preiskovancev. Slika 12 prikazuje enako, le da je obema najpomembnejšima 
genomskima dejavnikoma dodana še prisotnost EBV viremije. Integracija preiskovanih 
rizičnih dejavnikov tveganja na podlagi dokazov iz obstoječe znanstvene literature in njihova 
umestitev v kontekst inflamasomske poti je opisana v poglavju 5.3 in na sliki 14. 
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Slika 8:  Rezultati medsebojne korelacije izmerjenih dejavnikov na 253 preiskovancih 
Levo: Hi-kvadrat test. Vrednosti na diagonali imajo barvni odtenek, ki ustreza p-vrednosti: 0,01, 
kar omogoča lažjo berljivost grafov: Polja temnejša od diagonalnih predstavljajo statistično 
značilne povezave. Desno: rezultati medsebojne korelacije dejavnikov (statistika Cramer’s V). 
Glejbesedilo ali pripis k preglednici 16 za razlago spremenljivk. 
Figure 8:  Correlation between risk factors measured on 253 probands. 
Left: Chi-square test. The values on the diagonal were set to p-value: 0.01 to ease the graph 
interpretation: Darker fields represent statistically significant correlations. Right: Correlation 
results as determined by Cramer’s V statistic. See the caption to table 16 for variable description. 
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Slika 9:  Odločitvena drevesa učnega modela na 253 preiskovancih. 
V modele so bile vključene spremenljivke prikazane na sliki 8 (in opisane v preglednici 16). 
Figure 9:  Decision trees generated with 253 probands. 
The variables presented in Figure 8 were included in the model. Top to bottom: The dependent 
variable was the inclusion of the proband within the control versus one of the following groups: all 
MS probands, MSFAM (familial MS group), MSS (sporadic MS group). See the caption to table 16 
for variable description. 
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Slika 10:  Odločitvena drevesa učnega modela na 319 preiskovancih. 
Prikaz je analogen slikama 8 in 9: levo Hi-kvadrat, sredina Cramer’s V, desno odločitveno drevo napovednega 
modela. Glej besedilo ali pripis k preglednici 16 za razlago spremenljivk. 
Figure 10:  Decision trees generated with 319 probands. 
The presentation is analogous to figures 8 and 9: Left: Chi-square test results, middle: Cramer’s V values, 
right: decision tree model. Top to bottom: Sorting of probands into MS, MSFAM, MSS group versus the 
control group. See the caption to table 16 for variable description. 
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Preglednica 16: Rezultati napovednih modelov odločitvenih dreves. 
Za vseh 319 preiskovancev vse spremenljivke niso bile na voljo. Z ”/” je označeno, kjer je 
spremenljivka bila na voljo, a v modelu ni bila uporabljena (odločitev algoritma). Za vsak model je 
podana natančnost napovedi modela in stopnja pomembnosti posameznih spremenljivk na podlagi 
njihove gini čistosti (ang. Gini impurity), kot jo je ocenila funkcija »rpart«. MSFAM: skupina 
preiskovancev z družinsko pojavnostjo MS, MSS: skupina s sporadično MS, MS: združeni skupini 
MSFAM in MSS (vsi preiskovanci z MS), DRB1: prisotnost rizičnega alela DRB1*15:01, HLA.A: 
prisotnost protektivnega alela HLA-A*02:01, rr.infl.: prisotnost izbranih redkih različic, H.PTPRN2 
in H.RASGRF2: prisotnost insercijskega HERV alela v genih PTPRN2 oziroma RASGRF2, EBV: 
prisotnost virusa EBV v krvi preiskovanca. 
Table 16: The results of decision tree models. 
Not all the variables were available for all 319 probands. “/” marks where the variable was available 
to the training algorithm but was not employed. For each model, we provide the accuracy of the 
model predictions and the importance of each variable as assessed by the “rpart” function based on 
their gini impurity. MSFAM: the group of familial MS, MSS: the group of sporadic MS, MS: the 
combined MSFAM and MSS group (all probands with MS), DRB1: the presence of DRB1*15:01 
risk allele, HLA.A: the presence of HLA-A*02:01 protective allele, rr.infl: the presence of rare 
selected variants in the inflammasome regulatory pathway (table 7), H.PTPRN2 and H.RASGRF2: 
the presence of HERV insertions in PTPRN2 and RASGRF2 genes, respectively, EBV: the presence 
of EBV viremia in the proband. 
 
 
n = 253 n = 319 
 
MS MSFAM MSS MS MSFAM MSS 
Natančnost napovedi 
(angl. Accuracy) 
0,6933 0,6327 0,6415 0,6421 0,6912 0,6957 
DRB1 7,20644 6,487481 9,608727 9,729999 5,698838 7,271385 
HLA.A 1,269841 1,341204 0,199188 / 2,367673 3,5006 
rr.infl. 3,413526 6,487423 1,187456 9,422106 7,408134 / 
H.PTPRN2 2,386942 0,326531 4,083356 
   
H.RASGRF2 0,260333 / 0,238478 
   
EBV 0,369408 2,181818 0,47148 
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Slika 11:  Pregled prisotnosti izbranih genomskih dejavnikov tveganja. 
Širina pasov predstavlja število preiskovancev (skupno 319), pri katerih je prisoten obravnavan 
dejavnik tveganja: »HLA« označuje umetno spremenljivko DRB1+HLA.A- in pomeni hkratno 
prisotnost rizičnega (DRB1*15:01) in odsotnost protektivnega (HLA-A*02:01) alela; »rr.infl.« 
označuje prisotnost izbranih različic v inflamasomski poti. »status« označuje pripadnost skupini 
MSS, MSFAM oziroma kontrolni skupini preiskovancev. 
Figure 11:  Overview of the presence of selected genomic risk factors. 
The width of the band represents the number of probands (319 in total) with the risk factor in 
question: »HLA« denotes the combined presence of  DRB1*15:01 risk allele and the absence of 
HLA-A*02:01 protective allele; »rr.infl.« denotes the presence of selected rare genetic variants in 
the inflammasome pathway. »status« marks the group of the proband (MSS: sporadic MS patients, 
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Slika 12:  Prisotnost viremije EBV glede na izbrane genomske dejavnike. 
Širina pasov predstavlja število preiskovancev (skupno 253), pri katerih je prisoten obravnavan 
dejavnik tveganja: »HLA« označuje umetno spremenljivko DRB1+HLA.A- in pomeni hkratno 
prisotnost rizičnega (DRB1*15:01) in odsotnost protektivnega (HLA-A*02:01) alela; »rr.infl.« 
označuje prisotnost izbranih različic v inflamasomski poti. »EBV« označuje status viremije EBV. 
»status« označuje pripadnost skupinini MSS, MSFAM oziroma kontrolni skupini preiskovancev. 
Figure 12:  The presence of EBV viremia with respect to the selected genomic factors. 
The width of the band represents the number of probands (253 in total) with the risk factor in 
question: »HLA« denotes the combined presence of  DRB1*15:01 risk allele and the absence of 
HLA-A*02:01 protective allele; »rr.infl.« denotes the presence of selected rare genetic variants in 
the inflammasome pathway. »EBV« marks the presence of EBV viremia. »status« marks the group 
of the proband (MSS: the sporadic MS patients, MSFAM: the familial MS patients, KONTR: the 
control group). 
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5.1 GENOMSKI DEJAVNIKI 
 
5.1.1 Mutacijsko breme redkih različic v inflamasomski poti 
 
V raziskavi smo odkrili statistično značilno povišano breme redkih različic v genih vpletenih 
v regulacijo NLRP1 in NLRP3 inflamasoma pri preiskovancih z MS. Breme je bilo 
najizraziteje povišano za v splošni populaciji najredkejše različice, ki so imele hkrati tudi 
visoke napovedi funkcijske pomembnosti. Statistično značilnost rezultatov smo dokazali s 
testom za primerjavo mutacijskega bremena SKAT, povečano pogostnostjo najredkejših 
različic (odsotnih v največji svetovni bazi redkih različic – »gnomAD«) med bolniki z MS 
ter z Monte Carlo simulacijo sto tisoč naključnih setov genov, v katerih podobne obogatitve 
domnevno funkcijsko pomembnih različic nismo zaznali. 
 
Poleg analize bremena smo podatke o frekvenci različic iz podatkovne baze gnomAD 
uporabili tudi za oceno statistične značilnosti večkratnega pojava nekaterih redkih različic 
pri dveh ali več preiskovancih z MS vključenih v našo raziskavo. Čeprav je jasno, da pri 
omenjenih različicah ne gre za p-vrednosti potrebne za asociacijo posameznih različic na 
nivoju genomske analize, večkratna pojavnost teh različic vseeno predstavlja neodvisen 
kriterij po katerem lahko sodimo o njihovi pomembnosti za MS. Tovrstne različice smo 
imenovali »MS-obogatene«. Različici RIPK2 p.Pro194Ser in IFIH1 p.Met619Val, ki sta 
ustrezali tudi kriterijem postavljenim za “izbrane” različice, zato štejemo za naše najboljše 
kandidate za morebitno validacijo v prihodnjih neodvisnih raziskavah. 
 
S kriteriji redkosti in predvidene patogenosti, s katerimi smo zajeli 10 odstotkov vseh 
odkritih različic, smo izolirali set t.i. »izbranih« različic, katerih breme je bilo osemkrat večje 
med preiskovanci z MS. Na funkcijsko pomembnost nekaterih od izbranih različic 
opozarjajo predhodne raziskave in pa njihova pojavnost v genih, ključnih za regulacijo 
inflamasoma (slika 14). 
 
Največ izbranih različic (6 od skupno 30) smo odkrili v genu, ki kodira aktivno podenoto 
RNA polimeraze 3 (POLR3A). To je še posebej zanimivo zaradi dokazano nižje tolerance 
gena za drugačnosmiselne različice (Lek in sod., 2016). Aktivnost gena POLR3A je ključna 
za imunski odziv proti virusu EBV in ostalim DNA virusom (Chiu in sod., 2009). Njegovo 
funkcijo mediirajo RIG-1 podobni receptorji (angl. »RIG-1 like receptors« - RLR) (Chiu in 
sod., 2009; Ablasser in sod., 2009), ki se vežejo na mitohondrijski protivirusni signalni 
protein (MAVS) in s tem izzovejo odgovor z interferoni tipa 1 (IFN1). V isti signalni poti 
smo v RLR genih med preiskovanci MS odkrili več različic, ki najverjetneje vplivajo na 
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funkcijo kodirajočih proteinov. Izjemno redki »p.Met1?” in “p.Arg575*” v genu DDX58 
(Poznan tudi kot “RIG1”), različica “p.Thr438Arg” v genu DHX58 ter različici 
“p.Met619Val” in “p.Glu627*” v genu IFIH1 (poznan tudi kot MDA-5). Nekatere izmed 
njih so že bile poročane kot funkcijsko pomembne: »p.Glu627*” je bila povezana z manj 
odzivnim IFN1 odgovorom celice (Chistiakov in sod., 2010) in različica »p.Gln707Arg” v 
POLR3A s povišano dovzetnostjo in izjemno hudimi okužbami s herpes virusom HHV-3 
(Ogunjimi in sod., 2017). Sklepamo torej, da bi omenjene različice opisane v POLR3-RLR 
signalni poti lahko vplivale na odziv na virusne infekcije pri bolnikih z MS, še posebno z 
virusi HHV-3 in EBV (HHV-4), ki sta znano povezana s tveganjem za MS (Kakalacheva in 
sod., 2011). Poleg pomembnosti poti za eksogene infekcije se RLR odzivajo tudi na HERV 
zaporedja (Mommert in sod., 2018), katerih povišano izražanje je ravno tako povezano z MS 
(Gröger in Cynis, 2018) in ga lahko povzroči prav okužba z EBV (Sutkowski in sod., 2001). 
Avtokrino in parakrino sproščanje IFN1, ki je posledica RLR, predstavlja pomemben 
obrambni dejavnik pred virusnimi okužbami in znano vpliva na regulacijo inflamasoma 
(Labzin in sod., 2016; Guarda in sod., 2011). V aferentni smeri pa sta ključna mediatorja 
IFN1 gena TYK2 in PTPRC (Irie-Sasaki in sod., 2001), ki sta že bila povezana z MS v GWAS 
(Patsopoulos in sod., 2019) in v katerih smo tudi v naši raziskavi odkrili izbrane različice. 
Eksogeni IFN1 (interferon beta) predstavlja eno izmed glavnih terapij bolnikov z MS in 
njegove pozitivne učinke so že pripisovali inhibitornemu delovanju na aktivnost 
inflamasoma (Guarda in sod., 2011; Malhotra in sod., 2015a, 2015b; Inoue in Shinohara, 
2013). Med bolniki z MS se nekateri slabše odzivajo na terapijo z IFN1 in redke različice v 
aferentni signalni poti bi lahko predstavljale možen vzrok. Po drugi strani bi bila 
suplementacija z IFN1 še posebno učinkovita pri bolnikih, katerih delni vzrok za bolezen bi 
bile redke različice v POLR3-RLR poti, katere funkcija je aktivacija IFN1 kot odgovor na 
prisotnost virusnih zaporedij v celici. 
 
Med novo odkritimi različicami (še nikoli prej poročane in odsotne v bazi gnomAD) je bila 
po patogenosti najvišje ocenjena različica »p.Pro194Ser« v genu RIPK2. Pomembnost 
različice za funkcijo kodirajočega proteina podpira znana vloga aminokisline prolin pri 
formaciji njegove terciarne strukture (Chen in Clark, 2006). Hkrati ima gen RIPK2 
zmanjšano toleranco za drugačnosmiselne in nesmiselne različice, kar je bilo ugotovljeno na 
podlagi relativne redkosti tovrstnih različic v splošni populaciji (Lek in sod., 2016). 
Različico smo odkrili pri dveh preiskovancih z MS, kar jo je na podlagi njene redkosti 
uvrstilo tudi med »MS obogatene« različice. RIPK2 kodira protein, ki tvori kompleks z 
NOD2 (imenovan tudi »nodosom«), in je ključnega pomena za njegovo funkcijo. Med tem 
ko je gen NOD2 tradicionalno povezan z bakterijskimi infekcijami, pa je čedalje 
prepoznavnejši tudi kot element v odzivu na RNA in DNA viruse (Allen in sod., 2016; Zou 
in sod., 2016; Nie in sod., 2017). Kompleks NOD2/RIPK2 tvori proteinske interakcije tako 
z DDX58 in MAVS na eni strani (Kwon in sod., 2012), kot tudi s CARD18, PYCARD in 
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CASP1 na drugi (Boyle in sod., 2014), kar pomeni, da bi lahko deloval kot vezni člen med 
obema signalnima potema. To podpira tudi nedavno odkritje antagonističnih učinkov med 
DDX58 in NOD2 (Morosky in sod., 2011). Predlagan mehanizem vključuje njuno 
sekvestracijo od MAVS in RIPK2, ki predstavljata ključna mediatorja njune signalne poti 
do IFN1 oziroma NF-kB (jedrni faktor kapa B) (Morosky in sod., 2011). Sposobnost 
signalizacije RIPK2 preko NF-kB pa je odvisna tudi od njegove proteinske interakcije s 
CASP1. Pri enem od preiskovancev z MS smo odkrili različico CASP1 »p.Arg45Ser«, pri 
čemer je aminokislinski ostanek Arg45 že bil opisan kot pomemben za omenjeno interakcijo 
(Kersse in sod., 2011). Hipomorfne genetske različice v CASP1 so sicer povezane z vnetnim 
stanjem z intermitentno povišano telesno temperaturo (Heymann in sod., 2014). 
 
Dokazano je bilo, da RIPK2 preko signalne poti NF-kB – ULK1 – SQSTM1 med virusno 
okužbo celice zavira aktivacijo inflamasoma preko mehanizma mitofagije (Lupfer in sod., 
2013; Zhong, Umemura, in sod., 2016). Tako mitofagija, kot avtofagija aktiviranih 
inflamasomskih kompleksov predstavljata pomemben del njegove negativne regulacije 
(Seveau in sod., 2018) in RIPK2 je čedalje prepoznavnejši kot pomemben regulator 
prirojenega in pridobljenega imunskega sistema (Humphries in sod., 2015). Njegova vloga 
v kontekstu MS je že bila prepoznana tako na živalskih modelih MS kot na človeku 
(Natarajan in sod., 2013; Shaw in sod., 2011; Satoh in sod., 2005) in klinične raziskave 
RIPK2 inhibitorjev na bolnikih z MS so že bile predlagane (Nachbur in sod., 2015). Poleg 
RIPK2 smo tudi v ostalih genih vpletenih v avtofagijo pri bolnikih z MS odkrili izbrane 
različice. SIRT2 in FOXO3 so poročali kot inhibitorja inflamasomske aktivacije preko 
mehanizma avtofagije v raziskavah na mišjem modelu zamaščenih jeter (Zhang in sod., 
2018; Liu in sod., 2017), kar bi lahko bilo pomembno v kontekstu MS, katere znan dejavnik 
tveganja je tudi izredna debelost v otroštvu (Gianfrancesco in Barcellos, 2016). SIRT2 na 
inflamasom deluje inhibitorno tudi preko deacetilacije mikrotubulov, s čimer zavira 
kolokalizacijo NLRP3 in PYCARD v celici (Misawa in sod., 2013). Poleg tega ima SIRT2 
pomembno vlogo pri diferenciaciji oligodendrocitov, izražanju genov specifičnih za mielin, 
hkrati pa deacetilira FOXO3 kot odgovor na oksidativni stres in ob stradanju (Wang in sod., 
2007). Različice v genu MEFV so že bile povezane z MS (Unal in sod., 2010), a še nikoli z 
genomsko stopnjo statistične značilnosti. Nedavno so za MEFV pokazali, da ima pomembno 
vlogo v organizaciji v avtofagijo vpletenih genov (vključno z ULK1 in BECN1) in da 
predstavlja avtofagni receptor specifičen za NLRP1, NLRP3 in CASP1 (Kimura in sod., 
2017).  
 
Skupini z MS sta se od kontrolne skupine najpomembneje razlikovali po prisotnosti v splošni 
populaciji najredkejših različic, ki večinoma predhodno še niso bile opisane in katerih učinek 
na kodirajoči protein ni poznan. Večinski del preučevanega panela predstavljajo geni z 
opisanim inhibitornim delovanjem na aktivacijo inflamasoma (Poudel in Gurung, 2018). 
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Zmanjšanje ali izguba njihove funkcije in posledično povišana aktivacija inflamasoma 
predstavlja najpreprostejšega izmed možnih mehanizmov učinkovanja izbranih različic v teh 
genih. Po drugi strani pa smo med geni povezanimi z aktivacijo inflamasoma izbrane 
različice odkrili le v genih, ki so ali neposredno udeleženi v zaznavanje virusne DNA v celici 
in posledičnim IFN1 odgovorom (IFIH1, DHX58, POLR3A, EIF2AK2) ali pa so ključni za 
posredovanje učinkov IFN1 (TYK2). Tudi v tem primeru hipomorfni učinek izbranih 
različic in z njim povezan slabši odziv celice na virusne okužbe povezane z MS predstavlja 
najpreprostejšo hipotezo za razlago njihovega delovanja. Aktivacija inflamasoma je 
potrebna za uspešno obrambo celice pred okužbo, po odstranitvi primarnega vzroka pa je 
potrebna njegova deaktivacija. 
 
Ker so za (negativno) regulacijo inflamasoma izrednega pomena proteinske interakcije 
(večinoma preko CARD proteinskih domen (Kwon in sod., 2012) (slika 14)) med sestavnimi 
deli inflamasoma in proteini, ki učinkujejo inhibitorno (preko mehanizmov kompetitivne 
vezave (Poudel in Gurung, 2018)), bi lahko redke funkcionalno pomembne različice odkrite 
v tej raziskavi na delovanje inflamasoma učinkovale preko vpliva na tvorbo omenjenih 
interakcij. Takšen mehanizem delovanja drugačnosmiselne heterozigotne različice v genu 
CARD8 so v kontekstu Chronove bolezni opisali Mao in sod. (2018): Mutiran alel je 
onemogočal interakcijo med proteinoma CARD8 in NLRP3, kar se je pokazalo v povišani 
aktivaciji inflamasoma. Interakcijo med omenjenima proteinoma pa so preprečile tudi 
patogene drugačnosmiselne različice odkrite v genu NLRP3 (Ito in sod.,2014). Opisan 
mehanizem pojasnjuje tudi povečano aktivacijo inflamasoma NLRP1 in proizvodnjo IL-1β, 
ki jo povzročita različici p.Gly578Ser in p.Asn864fs v genu NLRP1, kar smo predhodno 
dokazali s funkcijskimi raziskavami (Maver in sod., 2017). 
 
Kljub temu da izbrane različice pri preiskovancih niso bile zastopane v homozigotnem 
stanju, možnost njihovega učinkovanja preko povzročitve izgube ali zmanjšanja funkcije 
kodirajočega proteina ostaja. Zaradi oligomerske strukture inflamasoma (Vajjhala in sod., 
2017) in številnih proteinskih interakcij, ki so potrebne za njegovo regulacijo, obstaja 
povišana možnost haploinsuficience zaradi stoikhiometičnega neravnovesja vpletenih 
proteinov (Veitia in Potier, 2015). Dominantnost omenjene heterozigotne drugačnosmiselne 
različice v genu CARD8 so Mao in sod. (2018) pripisali medsebojni interakciji mutiranega 
alela z alelom divjega tipa, kar posledično onemogoča delovanje obeh. Tudi tako imenovana 
dominantna negativnost (antimorfnost) različic je sicer značilno pogostejša v genih 
kodirajočih proteine, ki v celici tvorijo oligomerne strukture (Veitia, 2009).  
 
Ker v pričujoči raziskavi sorodniki preiskovancev niso bili na voljo, nismo imeli možnosti 
natančneje oceniti penetrance odkritih različic z analizo njihove segregacije v rodovnikih. A 
ker med skupinama družinskih (MSFAM) in sporadičnih (MSS) bolnikov z MS nismo 
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zaznali razlike v mutacijskem bremenu, predvidevamo, da ima večina izbranih različic nižjo, 
do kvečjemu srednjo raven penetrance. Do podobnih zaključkov so prišli raziskovalci, ki so 
nedavno poročali o povišanem bremenu redkih različic pri drugih boleznih CŽS: epilepsiji 
(Allen in sod., 2017), in shizofreniji (Genovese in sod., 2016). 
 
Med analizo podatkov v sklopu pričujoče doktorske naloge je bila objavljena do sedaj 
največja GWAS raziskava multiple skleroze (Mitrovič in sod., 2018). Avtorji so v želji po 
preiskovanju redkih različic uporabili najnovejše genotipizacijske mikromreže, ki so 
vključevale tudi sonde za odkrivanje redkejših različic z vplivom na funkcijo proteina. Kljub 
temu pa so z omenjeno metodo zajeli le zanemarljiv odstotek vseh različic s frekvenco pod 
0,0001 v podatkovni bazi gnomAD. Raziskava je vključevala 70.000 preiskovancev, njihovi 
glavni rezultati (različice prvič povezane z MS) pa so bili omejeni na 7 srednje pogostih 
različic (frekvenca med 0,002 in 0,056) odkritih v šestih različnih genih. Vsekakor pa je 
zanimivo, da sta dva od omenjenih šestih genov in en paralogni gen (TYK2, EIF2AK2 in 
HDAC6) vsebovali izbrane različice tudi v pričujoči raziskavi, medtem ko sta nadaljnja dva 
(NLRP8 in PRF1) znano povezana s funkcijo inflamasoma (Yao in sod., 2017). Vsi geni iz 
našega inflamasomskega panela, ki so bili v predhodnih GWAS raziskavah (Beecham in 
sod., 2013; Patsopoulos in sod., 2017) povezani z MS, pripadajo IFN1 (interferon-β) signalni 
poti in so vsebovali izjemno redke različice s predvidenim funkcijskim učinkom na protein 
(TYK2, STAT1 in PTPRC). Ti geni najverjetneje predstavljajo lokuse, ki vsebujejo elemente 
dednosti MS v obliki pogostih, kot tudi redkih genetskih različic. Na biološko pomembnost 
redkih funkcionalnih različic v nekaterih izmed genov, kjer smo našli izbrane različice, 
opozarja tudi primanjkljaj amorfnih (RIPK2, CASP1, NLRP3, PTPRC) in drugačnosmiselnih 
(POLR3A, RIPK2, HDAC6, NLRP3, TYK2) različic v splošni populaciji v primerjavi s 
pričakovanim številom glede na velikost in ostale lastnosti navedenih genov (Lek in sod., 
2016). 
 
5.1.2 Analiza izbranih HLA lokusov 
  
Z bioinformatsko analizo branj pridobljenih z metodo WES, opravljeno na vseh 319 
preiskovancih, smo določili prisotnost najpomembnejšega znanega rizičnega alela za MS, 
DRB1*15:01, in protektivnega alela HLA-A*02:01 (Sawcer in sod., 2011). Uporabljena 
metoda za določitev genotipa HLA alelov uporablja le branja, ki se prilegajo na preiskovan 
lokus in se ne zanaša na polimorfizme enega nukleotida (SNP), ki so z iskanim HLA alelom 
v veznem neravnovesju, na čemer temelji večina dosedanjih študij vloge HLA alelov pri MS. 
Uporabljen, z NGS podprt pristop, predstavlja prednost pred uporabo vezanih SNP-ov še 
posebej v populacijah, pri katerih vezno neravnovesje med posameznimi HLA aleli in 
označevalnimi SNP-i še ni raziskano.  
 
66 
Vidmar L. Integrativna analiza izbranih genomskih in ekspozomskih dejavnikov tveganja za multiplo sklerozo. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
Prisotnost preiskovanih alelov DRB1*15:01 in HLA-A*02:01 pri kontrolnih preiskovancih 
je ustrezala znanim podatkom o frekvenci alelov v splošni populaciji živeči v delu Evrope, 
iz katerega prihajajo naši preiskovanci (severni Balkan s Slovenijo) (Hollenbach in 
Oksenberg, 2015) ter podatki dostopni na »http://www.allelefrequencies.net/«. 
 
Prisotnost alela DRB1*15:01 je bila med preiskovanci z MS statistično značilno povišana, 
kar je bilo pričakovano, saj je alel DRB1*15:01 poznan kot najpomembnejši genetski 
dejavnik tveganja za MS. Njegova prisotnost je bila med preiskovanci s sporadičnim 
nastopom MS višja od tiste v skupini MSFAM (razlika ni bila statistično značilna). Na 
podlagi omenjene razlike lahko zaključimo le, da HLA alel ne igra odločilne vloge za 
družinsko pojavnost MS, kar je glede na njegovo znano majhno napovedno vrednost 
(razmerje obetov ~3) (Sawcer in sod., 2011) razumljivo in hkrati povod za iskanje novih 
genetskih dejavnikov tveganja v naši raziskavi. 
 
Protektivni alel HLA-A*02:01 je bil pričakovano redkejši pri preiskovancih z MS, a razlika 
do kontrolnih preiskovancev na našem vzorcu ni dosegla statistične značilnosti. Visoko 
statistično značilna pa je bila štirikrat pogostejša prisotnost najneugodnejše kombinacije (pri 
posamezniku prisoten DRB1*15:01 in odsoten HLA-A*02:01) pri preiskovancih z MS. 
Opisujemo aditivni sinergični učinek obeh alelov, ki ga najpreprosteje opiše parameter 
APAB, (preglednica 10) kot delež bolezni pri osebah s kombinacijo obeh alelov, ki ga 
pripisujemo njuni interakciji. Interakcijo alela DRB1*15:01 s HLA aleli razreda I (kamor 
spada HLA-A*02:01) so že opisali na preiskovancih iz Skandinavije (Link in sod., 2012), 
medtem ko je na preiskovancih iz Velike Britanije za omenjena alela niso zaznali 
(Moutsianas in sod., 2015). Ena izmed možnih razlag bi lahko bil njun nasprotujoči si učinek 
na imunski sistem ob stiku z izbranimi patogeni. Glede na ekspozomsko raznolikost med 
geografskimi regijami bi tudi omenjeni učinek v različnih populacijah igral različno 
pomembne vloge, kar bi lahko pojasnilo nasprotujoče si rezultate omenjenih raziskav. 
 
5.1.3 Genotipizacija HERV insercij 
 
Zaradi pogoste umeščenosti HERV zaporedij v nizkokompleksne regije človeškega genoma 
(regije, ki zaradi enostavnih in ponavljajočih se zaporedij vsebujejo malo informacij) 
izdelava unikatnih (takih, ki se prilegajo le na željen lokus) DNA sond ni bila mogoča za vse 
znane v populaciji nefiksirane HERV insercije (Wildschutte in sod., 2016). Med dvajsetimi 
s ciljanim NGS analiziranimi lokusi smo odkrili dva, ki sta bila v primerjavi s kontrolno 
skupino nominalno statistično značilno pogostejša v vsaj eni od skupin z MS preiskovanci. 
Za ta dva lokusa smo z metodo PCR dolgega dosega potrdili genotipe HERV insercij 
določene pri vseh 102 preiskovancih iz prve faze raziskave in skupno število genotipiziranih 
preiskovancev razširili na 253. 
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Analiza na večjem številu preiskovancev je potrdila višjo frekvenco insercijskih alelov za 
HERV lokusa v intronih genov RASGRF2 in PRPTN2. HERV insercija v RASGRF2 znano 
vpliva na izražanje gena (Karamitros in sod., 2018), ista raziskava pa je na celičnem modelu 
dokazala tudi zmanjšano preživetje (angl. fitness cost) za celice z insercijo v heterozigotni 
obliki, medtem ko je homozigotna bila letalna. Zadnje se ujema z našimi rezultati, saj HERV 
insercije v genu RASGRF2 v homozigotnem stanju nismo odkrili pri nobenem od 
preiskovancev. Gen RASGRF2 z MS predhodno še ni bil povezan, znana pa je njegova vloga 
v regulaciji T-celic (Ruiz in sod., 2007) in njegova značilno spremenjena metiliranost pri 
bolnikih z revmatoidnim artritisom (de la Rica in sod., 2013). Gena RASGRF2 in PTPRN2 
sta večinoma izražena v CŽS (Fagerberg in sod., 2014). Gen PTPRN2 je že bil povezan z 
MS: bil je med najznačilneje hipermetiliranimi geni  tako v vzorcih iz bele možganovine kot 
v T-celicah preiskovancev z MS (Huynh in sod., 2014; Bos in sod., 2015; Sanders, 2017). 
Raziskava proteoma je pokazala znižane vrednosti proteina, ki ga kodira PTPRN2, v likvorju 
bolnikov z MS v začetni fazi bolezni (Runia, 2015). Prav tako je bil PTPRN2 hipermetiliran 
pri bolnikih z amiotrofično lateralno sklerozo (Young in sod., 2017). Repetitivna zaporedja 
v PTPRN2 pa so bila predlagana kot vzrok somatične hipermutabilnosti gena in s tem 
njegovih antigenskih lastnosti (Ross, 2014). Povezavo tu odkritih HERV insercij z MS 
podpira tudi dejstvo, da sta najpogostejši v finski in toskanski populaciji, ki imata obe eno 
izmed najvišjih incidenc MS na svetu (Bezzini in sod., 2016).  
 
Izražanje HERV zaporedij je v celici pogosto utišano z epigenetskimi mehanizmi, predvsem 
z metilacijo citozinov (Hurst in Magiorkinis, 2017). Virus EBV za kontrolo lastnega 
razmnoževalnega cikla (latentno stanje napram fazi replikacije) uporablja metilacijo 
citozinov in v ta namen rekrutira celici lastne mehanizme (encime, ki uravnavajo 
metilacijsko stanje DNA). EBV je dokazano zmožen transaktivacije HERV zaporedij 
(Sutkowski in sod., 2001), in slednja so že bila predlagana kot možni manjkajoči člen med 
infekcijo z EBV in MS (Dalgaard, 2016). V tem kontekstu je zanimivo dejstvo, da je bil gen 
RASGRF2 ugotovljen kot različno metiliran v povezavi s kajenjem (Allione in sod., 2015) 
in ob izpostavljenosti benzenu (Jing Yang, 2014), ki sta, enako kot EBV, okoljska dejavnika 
tveganja za MS (Young in sod., 2017). Enako je hipometiliranost genov PTPRN2 in 
APOBEC3A ugotovila najnovejša raziskava s kajenjem povzročenih metilacijskih sprememb 
na celotnem genomu (Sugden in sod., 2019). APOBEC3A deluje kot inhibitor aktivnosti 
LTR-retrotranspozonov v celici (Bogerd, 2006). V raziskavi (Y. N. Lee in sod., 2008) je več 
proteinov družine APOBEC3, vključno z APOBEC3A oviralo razmnoževanje HERV 
zaporedja, ki so ga raziskovalci ustvarili z rekombinacijo HERV-K zaporedij skupine HML-
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Glede na omenjene epigenetske učinke okoljskih dejavnikov tveganja za MS na HERV 
insercije identificirane v tej raziskavi, predlagamo, da so slednje lahko v genomu človeka 
dalj časa utišane s hipermetilacijo, dokler njihovega izražanja ne aktivira (z vplivom na 
njihovo metilacijsko stanje) ustrezen dejavnik iz okolja. Kot taka bi dedna dejavnika za MS, 
ki ju predstavljata tu odkriti HERV inserciji, delovala v sinergiji z nekaterimi okoljskimi 
dejavniki tveganja, med drugim z okužbo z EBV, kajenjem in izpostavljenostjo organskim 
topilom. 
 
Z epigenetsko analizo lokusov preiskovanih HERV insercij smo ugotavljali hipometiliranost 
robnih regij pri preiskovancih s prisotnim insercijskim alelom v PTPRN2 in RASGRF2 genu. 
Rezultati analize govorijo v prid pomembnosti metilacije pri regulaciji izražanja HERV 
zaporedij, a za enkrat rezultati niso zadostni za potrditev omenjene hipoteze. 
 
5.2 EKSPOZOMSKI DEJAVNIKI 
 
5.2.1 Infektivni dejavniki 
 
5.2.1.1 Analiza prisotnosti EBV 
 
Analiza dihotomne spremenljivke prisotnosti EBV (virusna DNA v krvi detektirana oziroma 
ni detektirana) je pokazala statistično značilno povišan delež EBV pozitivnih v skupini z 
družinsko prisotnostjo MS (skupina MSFAM), med tem ko se ta pri preiskovancih s 
sporadično obliko MS (skupina MSS) ni značilno razlikoval od deleža EBV pozitivnih med 
kontrolnimi preiskovanci. Enake zaključke podpira kvantitativna analiza števila zaznanih 
kopij genoma EBV, s katero smo zaznali statistično značilno višje virusno breme v skupini 
MSFAM. Omenjena razlika pri skupini MSFAM je nastala predvsem zaradi večjega 
virusnega bremena pri mlajših preiskovancih (slika 6). Tako kontrolna, kot tudi skupina 
MSS, nakazujeta trend povišanja virusnega bremena s starostjo preiskovancev. To bi lahko 
razlagali s postopnim upadanjem imunskega odziva in s tem višjega odstotka celic, v katerih 
virus iz latentne ponovno vstopi v litično fazo okužbe. Nasprotno pa so preiskovanci iz 
skupine MSFAM v povprečju enako virusno breme dosegali že v mladosti, torej v dobi, ki 
je ključna za nastanek MS. Vse izmerjene vrednosti virusnega bremena EBV so primerljive 
z vrednostmi značilnimi za latentno okužbo imunokompetentne splošne populacije 
(Wadowsky in sod., 2003). Velika večina raziskav, ki so do sedaj preučevale okužbo z 
virusom EBV v kontekstu MS, je v krvi merila prisotnost za EBV značilnih protiteles in ne 
količine virusnih kopij v celotni periferni krvi. Nobena izmed nam znanih pa tega ni merila 
v odnosu do starosti preiskovancev ali ločevala med sporadičnimi in bolniki z družinsko 
pojavnostjo MS. Prisotnost EBV pri preiskovancih v naši raziskavi ni bila statistično 
značilno odvisna od drugih merjenih spremenljivk (slika 8). Do sedaj objavljene raziskave 
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so že preučevale vpliv alela HLA-DRB1∗1501 na okužbo MS preiskovancev z EBV, a si v 
svojih zaključkih niso enotne (Xiao in sod., 2015). 
 
Za povišan odstotek EBV pozitivnih in povišano virusno breme preiskovancev iz skupine 
MSFAM je možnih več razlag. A) Povišano breme je posledica bolezni ali njene terapije: 
Ne glede na osnovni vzrok za MS je zanjo značilen imunski odziv. Vsakršna perturbacija 
imunskega sistema bi lahko vplivala na njegovo zmožnost za kontrolo (latentne) okužbe z 
EBV. A v kontekstu rezultatov naše raziskave je omenjena razlaga pomanjkljiva, saj ne 
pojasni razlik med skupinama MSFAM in MSS. Podatke o terapiji smo imeli na voljo le za 
preiskovance iz prve faze raziskave, pri katerih se le-ta ni razlikovala med skupinama z MS 
in je razen za 5 preiskovancev, ki so prejemali kortikosteroide, temeljila na različnih oblikah 
interferona beta. Ker njegov učinek na viremijo EBV še ni poznan in ker podatkov o terapiji 
nismo imeli na voljo za vse preiskovance, učinka terapije na rezultate virusnega bremena ne 
moremo popolnoma izključiti.  B) Obstaja še neodkrit dedni dejavnik, ki vpliva na imunski 
odziv ob okužbi z EBV, kar se odraža v povišanem virusnem bremenu v latentni fazi okužbe 
in vodi do MS. V naši raziskavi smo odkrili nekatere redke genetske različice, ki so znano 
povezane s celičnim odzivom na okužbo s herpes virusi (vključno z EBV) in v skupini 
MSFAM je obstajala povišana (a ne statistično značilna) korelacija med prisotnostjo izbranih 
različic v inflamasomski poti in detekcijo EBV v krvi preiskovancev. A ker so redke različice 
po vsej verjetnosti pomembne za etiologijo MS v le manjšem delu bolnikov, bodo za 
potrditev vloge virusa EBV kot vmesnega člena med doprinosom redkih različic in MS 
potrebne nadaljnje raziskave opravljene na večjem številu preiskovancev. C) Pomembno je 
dopuščati tudi možnost, da genetski dejavniki niso nujno potrebni za prenos višjega 
virusnega bremena okužbe od starša na potomca. Do takšnega zaključka lahko pridemo že, 
če sledimo le naslednjim osnovnim premisam: 1. EBV v celici lahko vzpostavi latentno 
okužbo. 2. Količina prvotno okuženih celic je odvisna od virusne obremenitve ob okužbi 
organizma 3. Virusno breme v telesnih tekočinah je med latentno okužbo odvisno tudi od 
količine latentno okuženih celic v telesu. 4. Otrok se z virusom EBV lahko/pogosto okuži 
od staršev. 
 
Premisa 1 je splošno sprejeto dejstvo v virologiji, kot je tudi premisa 2, katera neobhodno 
sledi že iz samega dejstva, da se imunski odziv ne zgodi v trenutku, temveč je za polno 
aktivacijo imunskega odziva gostitelja potreben čas. Zmožnost imunskega odziva, da omeji 
širjenje okužbe po organizmu, je odvisna od mnogih dejavnikov, vključno z virusno 
obremenitvijo (angl. viral load) ob okužbi (število virusnih kopij, s katerimi organizem pride 
v stik ob okužbi). Povišana virusna obremenitev poviša verjetnost, da virusni delci dosežejo 
večje število celic in morda celo dodatne organske sisteme (virus EBV so nedavno dokazali 
v možganovini 90 % preiskovancev z MS (Hassani in sod., 2018)). Premisa 3 predstavlja 
ključni, a še zdaleč ne daljnosežen korak v sklepanju, saj jo pojasni že najpreprostejši model: 
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Del v organizmu okuženih celic lahko vstopa iz latentne v litično fazo okužbe, pri čemer se 
virusni delci sprostijo v krvni obtok. Omenjeno je lahko naključni dogodek ali posledica 
lokalnih oziroma globalnih padcev v učinkovitosti imunskega sistema zaradi okoljskih ali 
internih dejavnikov. V periferni krvi se nato vzpostavi dinamično ravnovesje, na katerega 
raven imata vpliv količina virusnih kopij sproščenih v obtok in zmožnost imunskega sistema, 
da infektivne virusne delce odstranjuje. Pomembno je dejstvo, da v navedenem modelu 
količina virusnih delcev sproščenih v obtok (na katero vpliva skupno število latentno 
okuženih celic) na raven dinamičnega ravnovesja vpliva neodvisno od ostalih lastnosti 
imunskega sistema. V kombinaciji z za herpes viruse (še posebno EBV) značilno 
doživljenjsko latentno prisotnostjo virusa (premisa 1) to pomeni, da informacija o povišani 
virusni obremenitvi ob okužbi v organizmu vztraja dalj časa, tudi po umiritvi akutne faze 
okužbe. Glede na večinsko seropozitivnost otrok do petega leta starosti in na prednostni stik 
otrok s starši, je smiselno zaključiti, da se vsaj del otrok z virusom EBV okuži od staršev, še 
posebej, če je njihovo virusno breme v primerjavi z ostalimi povišano. V teh primerih se 
torej informacija o povišanem virusnem bremenu prenese na naslednjo generacijo. Vsak 
genetski dedni dejavnik, ki bi predisponiral k slabšemu imunskemu odzivu otroka na okužbo 
z virusom EBV, bi seveda prispeval k ohranjanju povišanega virusnega bremena med 
generacijami, a bistvo navedenega sklepanja je, da tak genetski dejavnik za ohranitev te 
informacije ni nujno potreben.  
 
Ob znanem vplivu EBV na tveganje za pojav MS bi tako povišano breme EBV lahko 
predstavljalo dejavnik tveganja za MS, ki se prenaša med generacijami, a pri katerem 
informacije  ne nosi zaporedje baz v DNA, temveč virusno breme starševske generacije. Gre 
seveda za delovno hipotezo oziroma eno od možnih pojasnitev manjkajoče dednosti pri MS 
(in avtor naloge se zaveda, da je njena potrditev malo verjetna, a jo vseeno navajam zaradi 
njene konceptualne zanimivosti). Preverba te hipoteze bi zahtevala raziskave z 
longitudinalnim spremljanjem večjega števila preiskovancev. V prid hipotezi govorijo 
raziskave (Montgomery in sod., 2004; Ramagopalan in sod., 2010), ki navajajo povišano 
tveganje za MS kadar je očetova starost ob rojstvu otroka nad 50 let (razmerje obetov: 2). 
To je v skladu z izsledki naše raziskave, saj se je tudi virusno breme kontrolne skupine s 
starostjo preiskovancev poviševalo in s tem približalo bremenu preiskovancev z družinsko 
prisotnostjo MS. Ramagopalan in sod. (2010) v svoji raziskavi sicer v splošnem zanikajo 
povezavo med starostjo staršev ob rojstvu otroka in njegovem tveganju za MS, a med 
njihovimi preiskovanci je bilo le 24 moških ob rojstvu otroka starih nad 55 let (0.25 %) in 0 
žensk. Izolirana obravnava starejših moških pa je vrnila zelo podobno povišanje tveganja za 
MS: razmerje obetov: 1.98. Ker je tako visoka starost staršev ob rojstvu otroka izjemno 
redka, dosedanje neusmerjene raziskave ne nudijo odgovora na zastavljeno vprašanje. 
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5.2.2 Neinfektivni dejavniki 
 
5.2.2.1 Analiza metiliranosti CpG lokusov povezanih s kajenjem 
 
Stopnja metiliranosti med preiskovanimi kadilci je glede na obstoječo literaturo pri 15 od 20 
preiskovanih CpG lokusov pokazala pričakovane spremembe (sprememba stopnje metilacije 
v isti smeri). Vseh pet preiskovanih lokusov, za katere je v literaturi opisan velik učinek 
kajenja na njihovo stopnjo metiliranosti (angl. effect size), je bilo tudi v naši raziskavi 
potrjenih kot visoko statistično značilno povezanih s statusom kadilca. Lokusi cg21566642, 
cg03636183, cg05575921 (gen AHRR) in cg06126421 so v literaturi opisani kot dolgotrajni 
kazalci, katerih stopnja metiliranosti se tudi po prenehanju kajenja še več 10 let (pri nekaterih 
nikoli) ne vrne na stopnjo nekadilcev (Joehanes in sod., 2016). Poleg takšnih kazalcev smo 
analizirali tudi v literaturi statistično najznačilnejše kazalce trenutne izpostavljenosti 
tobačnemu dimu, katerih metiliranost se po prenehanju kajenja hitro normalizira. Zanje je 
značilna manjša razlika v stopnji metilacije med kadilci in nekadilci (manjša velikost učinka 
ali Δβ). Kljub njihovi visoki statistični značilnosti v večjih raziskavah pa so se za določanje 
kadilskega statusa posameznikov ali manjših skupin po pričakovanjih izkazali kot manj 
primerni. 
 
Primerjava stopnje metiliranosti istih CpG lokusov med skupinama preiskovancev z MS in 
kontrolami je pokazala verjetne razloge za odstopanja v opaženi smeri metilacijskih 
sprememb med kadilci. Lokusi cg26703534 in cg14817490 v genu AHRR ter lokusa 
cg16145216 in cg19406367 v genih HIVEP3 oziroma SGIP1 so dosegli statistično značilno 
drugačno metiliranost med preiskovanci z MS. Stopnja metilacije lokusov cg16145216 in 
cg19406367 je že bila povezana z MS v ločeni raziskavi (Maltby in sod., 2018), kot tudi 
nekateri CpG lokusi v genih HIVEP3, SGIP1, SKI in RARA – vsi vključujoč pomembnejše 
CpG kazalce izpostavljenosti kajenju, ki so bili analizirani v pričujoči raziskavi. Med njimi 
lokus cg16145216 v genu HIVEP3 leži le dobrih 1000 baznih parov od lokusov cg03884592 
in cg26038582, katerih metiliranost je bila v zgoraj omenjeni raziskavi povezana z MS. 
Zanimivo je, da je v literaturi opisan (in v pričujoči raziskavi izmerjen) učinek prisotnosti 
MS na stopnjo metiliranosti omenjenih lokusov ravno nasproten učinku kajenja, kar 
pojasnjuje tudi obrnjeno smer metilacijskih sprememb pri kadilcih opaženo v naši raziskavi: 
učinek prisotnosti MS, ki je bila med kadilci nekoliko pogostejša, je prevladal nad učinkom 
kajenja pri CpG lokusih znano podvrženim obema dejavnikoma. 
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Ob tem se poraja vprašanje, ali podatki o spremembi metiliranosti pri kadilcih, ki so bili 
pridobljeni v raziskavah opravljenih na zdravih preiskovancih, omogočajo validno napoved 
kadilskega statusa pri bolnikih z boleznimi, pri katerih je spremenjena metiliranost na istih 
lokusih ali genih povezana s prisotnostjo bolezni. Glede na to, da kajenje predstavlja 
najpomembnejši neinfektivni okoljski dejavnik tveganja za MS, je omenjeno vprašanje 
povezano z vprašanjem prikazanim na sliki 13: Ali stopnja metiliranosti na znanih, s 
kajenjem povezanih lokusih, igra vlogo v patogenezi bolezni ali pa služi le kot biološki 
kazalec, in kajenje predstavlja skupni vzrok zanjo in za neodvisne biološke spremembe 
povezane z nastankom MS? V literaturi obstajajo dokazi, ki govorijo v prid prvi možnosti, 
in sicer ravno preko vpliva kajenja na regulacijo inflamasoma, o čemer razpravljamo v 
poglavju 5.3.2 (integracija dejavnikov tveganja za MS).  
       
  




Slika 13:  Ali je metilacija na izbranih lokusih le biološki kazalec? 
Levo: Kajenje neodvisno vpliva na etiologijo MS ter na izbrane CpG lokuse in spremembe njihove 
metilacije služijo le kot biološki kazalec izpostavljenosti tobačnemu dimu. Desno: V primeru, da so 
spremembe v metilaciji izbranih CpG lokusov funkcijsko vpletene v celične mehanizme, ki vodijo 
do MS, pa na stopnjo njihove metilacije po vsej verjetnosti vplivajo tudi drugi dejavniki tveganja za 
MS in celični procesi vpleteni v patogenezo MS. V tem primeru je zanesljivost kazalcev pri bolnikih 
z MS vprašljiva. Možna je tudi kombinacija, v kateri kajenje povzroča MS tako preko vpliva na 
izbrane CpG lokuse in preko drugih, do sedaj še nepoznanih mehanizmov, direktno na pojav MS. 
Figure 13:  Methylation of selected loci only a biomarker? 
Left: Smoking has independent effects on MS etiology and selected CpG loci, in which case the 
changes of their methylation levels would serve well as a biomarker of smoking even in MS cases. 
Right: If said CpG loci are involved in MS pathogenesis, other MS risk factors and cell processes are 
likely to contribute to their methylation status. In this case, the use of these loci as biomarkers of 
smoking amongst MS patients would need further validation. A combination of the two scenarios 
where smoking affects MS through additional mechanisms is plausible. 
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5.3 INTEGRACIJA DEJAVNIKOV TVEGANJA ZA MS 
 
Pri integraciji dejavnikov tveganja za MS smo uporabili dva pristopa: A) dobljene rezultate 
smo analizirali s statističnimi metodami in B) dobljene rezultate smo skušali povezati z 
njihovo umestitvijo v skupne celične procese, s poudarkom na njihovo vpletenost pri 
regulaciji inflamasoma. 
 
5.3.1 Integracija rezultatov 
 
Analiza prisotnosti izbranih HLA lokusov pri preiskovancih vključenih v raziskavo je 
demonstrirala njun sinergični učinek na pojav MS. Prisotnost rizične kombinacije HLA 
lokusov v odnosu do prisotnosti izbranih različic v inflamasomski poti in statusom MS 
prikazuje slika 11. Hkraten prikaz obeh spremenljivk na sliki 11 nam ponuja naslednji 
opažanji: A) Polovica preiskovancev z MS je imela vsaj enega izmed dejavnikov  tveganja, 
pri čemer v njuni razporeditvi med skupinama MSFAM in MSS ni bilo razlik. B) Vsi 
preiskovanci z obema dejavnikoma tveganja so imeli MS (sinergičnega učinka kombinacije 
HLA lokusov s prisotnostjo izbranih različic pri preiskovancih ni bilo mogoče oceniti zaradi 
limitacij izhajajočih iz omejenega števila preiskovancev). 
 
Rezultate vseh meritev raziskave smo zreducirali na dihotomno spremenljivko prisotnosti 
dejavnika pri preiskovancih in nato ocenili njihovo medsebojno korelacijo ter korelacijo s 
statusom MS. Rezultati omenjene analize in pa analize z napovednim modelom odločitvenih 
dreves (slike 10, 11, 12) potrjujejo poglavitni vpliv HLA lokusa na status MS. Ločeni analizi 
opravljeni na posameznih MS skupinah (MSFAM in MSS) nakazujejo na večji vpliv 
izbranih različic pri bolnikih z družinsko pojavnostjo bolezni, a glede na njihovo 
enakovredno zastopanost v obeh skupinah, gre razlike v izgradnji odločitvenih dreves med 
MS skupinama pripisati kvečjemu večjemu pomenu HLA alelov v skupini sporadičnih 
bolnikov. V skladu s tem zaključujemo, da je povišano breme redkih različic v 
inflamasomski poti pomemben dejavnik tveganja za MS, a v tej raziskavi opisane izbrane 
različice niso konsistentno predstavljale odločilnega dednega dejavnika, ki bi vplival na 
pojavnost MS v preiskovanih družinah z več obolelimi člani. To govori v prid nižji 
penetranci večine izbranih različic. 
 
Pri tem je potrebno poudariti, da ima ne glede na razvrščanje različic po redkosti  in 
predvideni funkcionalnosti vsaka različica svojevrsten vpliv na funkcijo proteina in 
delovanje inflamasoma. Z razširitvijo vzorca preiskovancev v nadaljnjih študijah bo mogoča 
zožitev preiskovane tarče na posamezne gene (ocena mutacijskega bremena za vsak gen 
posebej) in s tem natančnejša ocena pomena posameznega gena in pripadajočih različic v 
etiologiji MS. 
74 
Vidmar L. Integrativna analiza izbranih genomskih in ekspozomskih dejavnikov tveganja za multiplo sklerozo. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
Hkratna analiza korelacije za vseh 6 preiskovanih dejavnikov tveganja, ki so bili na voljo za 
253 preiskovancev, je prikazana na slikah 8 in 9. Kljub zmanjšani statistični moči ob 
omejitvi vseh spremenljivk na dihotomne vrednosti prisotnosti je povezanost prisotnosti 
izbranih različic v inflamasomski poti, alela DRB1*15:01 in HERV insercije v genu 
PTPRN2 z MS ostala statistično značilna; pri ločeni obravnavi skupine MSFAM pa 
statistično značilna ostaja tudi povezava s prisotnostjo HERV insercije v genu RASGRF2 in 
viremijo EBV. Statistično značilnih korelacij med posameznimi neodvisnimi genetskimi 
dejavniki nismo zaznali. 
 
Kot razpravljamo v poglavju 5.2.1.1 nismo odkrili statistično značilne povezave prisotnosti 
EBV v krvi preiskovancev z nobenim izmed preiskovanih genetskih dejavnikov tveganja za 
MS. Vsekakor pa to ne pomeni, da preiskovani genetski dejavniki ne vplivajo na etiologijo 
MS preko vplivanja na imunski sistem in na splošno na odziv organizma na okužbo z EBV. 
Pomeni le, da nimajo vpliva na prisotnost EBV v krvi, ko je okužba v latentni fazi ali pa, 
seveda, da v naši raziskavi takšnega učinka nismo zaznali zaradi omejene velikosti vzorca. 
 
Ena izmed prednosti naše raziskave je bila ločena obravnava sporadičnih in družinskih 
bolnikov z MS, kar nam je pri danem številu preiskovancev povečalo statistično moč za 
odkritje povezav med dejavniki tveganja, ki obstajajo le pri družinski obliki MS. Glede na 
rezultate raziskave  sta med skupinama 2 razliki: A) Povečana prisotnost in obsežnost EBV 
viremije med preiskovanci z družinsko obliko MS in B) povečana prisotnost HERV insercije 
v genu RASGRF2. Prva je ob odsotnosti z njo povezanih genetskih dejavnikov 
nepričakovana in težje razložljiva. Poskus razlage vseeno navajamo v poglavju 5.2.1.1 v 
obliki delovne hipoteze, ki pa se zdi malo verjetna in še težje preverljiva.  Druga predstavlja 
obetavne preliminarne rezultate, ki jih bo razmeroma preprosto preveriti na večjem številu 
preiskovancev z MS in analizo segregacije alela, če bo na voljo več družinskih članov.   
 
Z oceno natančnosti zgrajenih napovednih modelov na testni množici preiskovancev smo 
pokazali, da dodatek tu odkritih genomskih in ekspozomskih dejavnikov tveganja v model, 
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5.3.2 Umestitev obravnavanih dejavnikov tveganja v inflamasomsko pot 
 
Opis posameznih v tej raziskavi odkritih redkih različic ter vlogo pripadajočih genov v 
regulaciji inflamasoma, v POLR3-RLR signalni poti, interferonskem odgovoru celice in 
autofagiji podajamo v poglavju 5.1.1. Na sliki 14 prikazujemo njihovo umestitev v 
inflamasomsko pot ter povezavo z znanimi dejavniki tveganja za MS: vplivom kajenja, 
okužbe z EBV in izražanjem HERV zaporedij. Interferon-β (IFN-β) trenutno predstavlja 
glavni del terapije za MS in ključni geni v njegovi aferentni celični signalni poti so že bili 
povezani z MS v GWAS. V naši raziskavi smo odkrili številne redke funkcijsko pomembne 
redke različice v poti POLR3-RLR-MAVS, ki ob detekciji EBV in HERV DNA v celici 
izzove odgovor z interferonom-β (Chiu in sod., 2009; Ablasser in sod., 2009; Mommert in 
sod., 2018). S tem prvi opozarjamo na morebitno pomembnost omenjene eferentne IFN-β 
poti za etiopatogenezo MS. V luči nedavnih raziskav, ki so EBV dokazale v možganih 90 % 
bolnikov z MS, poleg v B-spominskih celicah tudi v astrocitih in glia celicah (Hassani in 
sod., 2018), bi omenjen mehanizem celičnega odgovora na okužbo z EBV lahko imel vpliv 
tudi v možganskih celicah, ki sicer niso neposredno vpletene v imunski odziv. 
 
Redke funkcionalne različice odkrite v genih, ki so povezani z regulacijo inflamasoma preko 
avtofagije in mitofagije - RIPK2, MEFV ter SIRT2 in FOXO3 – govorijo v prid pomembnosti 
teh celičnih procesov pri MS. RIPK2 je že bil povezan z MS v raziskavah na živalskih 
modelih, v genu MEFV pa so že poznane nekatere druge zmerno redke različice povezane z 
MS (Unal in sod., 2010). Na živalskih modelih pokazana vloga genov SIRT2 in FOXO3 z 
inhibicijo inflamasoma ob visokomaščobni prehrani je zanimiva v kontekstu debelosti v 
adolescenci, katera predstavlja enega izmed nedavno prepoznanih dejavnikov tveganja za 
MS. Splošnejša povezava debelosti z inflamasomom pa je mogoča tudi preko formacije 
kristalov holesterola, ki se pri prekomerno hranjenih osebah pojavi v celicah (Duewell in 
sod., 2010). Kristali holesterola delujejo kot DAMP in povzročajo aktivacijo inflamasoma.  
 
K prikazu odkritih redkih različic na sliki 14 je dodan tudi v znanstveni literaturi opisan vpliv 
kajenja na regulacijo inflamasoma. Lokus cg05575921 v genu AHRR predstavlja 
najznačilnejši zadetek dosedanjih genom-obsegajočih raziskav vpliva kajenja na metilacijo 
DNA iz celotne periferne krvi, v istem genu pa so bili odkriti še številni drugi CpG lokusi s 
statistično značilnostjo: p-vrednost < 1x10-20. Njihovo povezavo s kadilskim statusom smo 
v tej raziskavi potrdili pri bolnikih z MS. AHRR (Aryl-Hydrocarbon Receptor Repressor) 
deluje kot inhibitor transkripcijskega faktorja AHR (gen AHR, angl. Aryl-Hydrocarbon 
Receptor) preko negativne povratne zanke. AHR se odzove na številne toksične dejavnike 
iz okolja, med drugim njegov ligand predstavlja Benzo[a]piren, ki je sestavni del tobačnega 
dima. AHR ima pomembno vlogo pri negativni regulaciji inflamasoma preko inhibicije 
izražanja gena NLRP3 (Huai in sod., 2014), na mišjih modelih pa je bilo izbitje gena AHR 
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povezano z višjimi koncentracijami IL-1β in IL-18 (Sekine in sod., 2009). Ravno tako na 
mišjih modelih so z agonisti AHR (3-Metilkolantren) uspeli zaustaviti s herpes virusom 
HHV-1 povzročen keratitis ter znižati virusno breme in koncentracijo inflamatornih 
citokinov (Sekine in sod., 2009). Omenjeno nakazuje na pomembnost AHR tudi pri odzivu 
na okužbo s herpes virusi, a mehanizem delovanja še ni raziskan. V več raziskavah so AHR 
povezali tudi direktno z MS: Bolniki z MS imajo v krvnem obtoku znižano koncentracijo 
AHR (Rothhammer in sod., 2016); v več raziskavah na mišjih modelih MS (eksperimentalni 
avtoimuni encephalitis – EAE) so z agonisti AHR značilno izboljšali potek bolezni in ga z 
izbitjem gena AHR poslabšali (Busbee in sod., 2013; Quintana, 2013), vpliv na potek EAE 
pa je v odvisnosti od AHR imel tudi Laquinimod, nedavno registrirano zdravilo za MS, ki 
prečka krvno-možgansko bariero (Berg in sod., 2016). 
 
Vpliv kajenja na regulacijo inflamasoma podpira tudi najnovejša raziskava s kajenjem 
povzročenih metilacijskih sprememb na celotnem genomu (Sugden in sod., 2019), ki med 
drugimi kot različno metilirana ugotavlja 2 gena iz panela genov inflamasomske regulacije 
v naši raziskavi, PYCARD in TRIM31. Poleg metilacijskih sprememb je ista raziskava  hkrati 
naslovila tudi spremembe v izražanju genov in med 143 zadetki, ki so bili statistično značilni 
na genomski ravni, identificirala 2 druga gena iz našega panela kot povišano izražena: 
DHX58 in ZPB1. DHX58 je v naši raziskavi vseboval izbrane različice in predstavlja člen v 
POLR3-RLR poti interferonskega odgovora na prisotnost virusnih (EBV) in HERV 
zaporedij v celici, v kateri smo odkrili največ izbranih različic. V isti raziskavi navajajo tudi 
hipometilacijo gena PTPRN2, kar opisujemo v poglavju 5.1.3, kjer razpravljamo o povezavi 
med kajenjem in izražanjem HERV zaporedij ter slednje z virusom EBV. Čeprav se v 
poglavju 5.1.3 osredotočamo na v tej raziskavi odkrite HERV insercije v genih RASGRF2 
in PTPRN2, pa prikaz HERV zaporedij na sliki 14 velja za vsa HERV zaporedja, katerih 
izražanje je znano povišano pri MS (Gröger in Cynis, 2018) in katerih povišano 
koncentracijo celične DNA zaznavajo RLR receptorji (Mommert in sod., 2018). Poleg 
prikazane umestitve delovanja HERV zaporedij v inflamasomsko regulatorno pot, pa je 
možen tudi individualen učinek tu odkritih HERV insercij v genih PTPRN2 in RASGRF2 
na izražanje pripadajočih genov, o čemer razpravljamo v poglavju 5.1.3. in kar bo možno 
potrditi šele z nadaljnjimi funkcionalnimi študijami. 
 
V znanstveni literaturi torej obstajajo številni dokazi za vpliv kajenja na MS ter na številne 
gene in procese, ki vplivajo na regulacijo inflamasoma. Eno izmed ključnih vlog ima jedrni 
receptor in transkripcijski faktor AHR, ki se dokazano odzove na snovi prisotne v tobačnem 
dimu, ima dokazan inhibitorni učinek na aktivnost inflamasoma, kontrola njegovega 
delovanja preko povratne zanke pa je pri kadilcih značilno spremenjena zaradi 
hipometilacije AHRR. V luči povzete znanstvene literature je smiselno zaključiti, da vsaj del 
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vpliva kajenja na etiologijo MS poteka preko bioloških sprememb, ki jih kajenje inducira v 
regulatorni mreži inflamasomske aktivacije. 
 
Kljub temu da vpliva geografske širine na MS tu nismo preiskovali, pa na tem mestu 
omenjamo nedavno raziskavo, kjer so prikazali inhibitorno delovanje aktivne oblike 
vitamina D3 (1,25-dihydroxyvitamin) na aktivacijo inflamasoma, in sicer preko vplivanja 
na AHR – NLRP3 signalno pot (Hao Li in sod., 2019). Raziskava je bila opravljena na 
mišjem modelu vnetja dlesni in za dokončno potrditev učinka v kontekstu MS so v luči 
raziskav, ki, nasprotno, vitamin D3 povezujejo z aktivacijo inflamasoma (Verway in sod., 
2013) (sicer ne preko AHR), potrebne še dodatne raziskave. Povečevanje incidence MS z 
naraščanjem geografske širine je eden izmed najpomembnejših in prvi prepoznan dejavnik 
tveganja za MS, skoraj uniformno pa ga raziskovalci povezujejo s sintezo vitamina D3 v 
koži, pod vplivom UV svetlobe. Na sliko 15 vpliv UV/ D3 na AHR umeščamo, a povezavo 
označujemo kot podprto z le preliminarnimi dokazi. 
 
Na sliki 15 prikazujemo višjenivojsko integracijo najpomembnejših dejavnikov tveganja za 
MS in glede na opisan pregled literature inflamasom postavljamo v središče. Glede na vpliv 
vseh preiskovanih dejavnikov tveganja za MS na aktivacijo inflamasoma preko razmeroma 
preprostih in dobro raziskanih interakcij, predlagamo inflamasom kot osrednji integrator 
ekspozomskih dejavnikov tveganja za MS. Predlagamo model, kjer genomski dejavniki v 
obliki redkih kodirajočih funkcionalnih različic v inflamasomski poti (in pogostih poprej 
odkritih z GWAS z vplivom na iste gene) vplivajo na odziv inflamasoma na ekspozomske 
dejavnike, njihova kompleksna interakcija pa vodi do deregulacije inflamasomskega odziva 
in bolezenskih procesov povezanih z etiologijo MS.   
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5.4 OMEJITVE RAZISKAVE IN MOŽNOSTI IZBOLJŠAV 
 
Prvo omejitev raziskave predstavlja razmeroma majhno število vključenih preiskovancev. 
Povečanje števila preiskovancev bo omogočilo analizo mutacijskega bremena za posamezne 
gene in s tem boljše izhodišče za nadaljnje funkcionalne študije. Omejena velikost vzorca je 
še posebej vplivala na statistično moč raziskave za primer HERV insercije v genu RASGRF2. 
Zaradi splošne redkosti insercije v populaciji je kljub 3.3-kratnem povišanju frekvence v 
skupini družinskih bolnikov z MS asociacija dosegla le nominalno statistično značilnost. In-
vitro dokazi o vplivu insercije na izražanje gena RASGRF2 in pa predvidena letalnost za 
celice z insercijo v homozigotnem stanju nakazujejo na morebitno večjo penetranco alela, 
kar je v skladu z njegovo obogatitvijo v skupini MSFAM. 
 
Prav tako je omejitev predstavljalo dejstvo, da sorodniki preiskovancev v veliki večini v niso 
bili na voljo, kar je onemogočilo segregacijsko analizo alelov s sumom na višjo penetranco. 
Slika 14:  Regulacija inflamasoma. 
Prikazani so geni, v katerih so bile prisotne pomembnejše redke  funkcionalne različice (očrtane z 
rumeno na sliki 5). Simboli genov, s prisotnimi izbranimi različicami (očrtani z rdečo na sliki 5), so 
okvirjeni z rdečo. S številkami ob simbolih označujemo število v genu prisotnih MS obogatenih 
različic. Črne ter zelene in rdeče puščice predstavljajo splošne biološke poti ter aktivacijske in 
inhibitorne učinke. Proteinske interakcije (večinoma med CARD proteinskimi domenami (Kwon in 
sod., 2012)) so prikazane z dotikajočimi se simboli genov ali njihovo povezanostjo s črnimi črtami. 
Geni zapisani z rdečo pisavo so že bili povezani z MS v neodvisnih raziskavah. Prikazani geni so 
organizirani v 5 skupin: aferentna interferonska pot; POLR3-RLR-MAVS (eferentna interferonska 
pot); glavni inflamasomski geni; ostali geni z vplivom na regulacijo inflamasoma (zeleno); in 
kompleks NOD2/RIPK2, ki neposredno vpliva na regulacijo avtofagije inflamasomskih elementov. 
ROS – reaktivni kisikovi radikali, PAMP/DAMP – s patogeni/nevarnostjo povezani molekularni 
vzorci, ISG – geni, katerih izražanje stimulirajo interferoni, IFNAR – interferonski receptor (ni bil 
vsebovan v našem panelu genov). 
Figure 14:  Inflammasome regulatory network. 
The depicted genes carried variants with MAF and CADD scores falling within the outer dotted 
region in Fig.5. Genes carrying the selected variants (the inner dotted region in Fig.5) are bolded in 
red. The numbers next to the gene names represent the number of MS enriched variants. Black, green 
and red arrows represent general pathways and stimulatory/inhibitory effects, respectively. Genes 
stacked together or connected with black lines form complexes or have confirmed protein-protein 
interactions (in the majority of cases via the CARD protein domain) (Kwon in sod., 2012). Genes 
written with red have already been associated with MS. The genes are organized into five groups: 
Interferon response, RNA polymerase 3 and rig-like receptors (RLRs), main inflammasome genes, 
other genes (regulating inflammasome activity by sequestration or phosphorylation), and the 
NOD2/RIPK2 complex integrating the latter three and inducing the autophagy pathway. EBV – 
Epstein-Barr virus, PAMP/DAMP – Pathogen/Damage-associated molecular patterns, ROS - 
Reactive oxygen species, HERV – Human endogenous retroviruses, ISGs – Interferon-stimulated 
genes, IFNAR - Interferon receptor. 
80 
Vidmar L. Integrativna analiza izbranih genomskih in ekspozomskih dejavnikov tveganja za multiplo sklerozo. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
 
                   
              
      
        
         
  
   
                       
Slika 15:  Pregled ekspozomskih dejavnikov MS in njihov odnos do inflamasoma. 
Zgoraj so prikazani ekpozomski dejavniki, spodaj pa celični elementi neposredno povezani z 
inflamasomom. Z rdečo so očrtani elementi, katerim pripadajo geni, v katerih smo v raziskavi odkrili 
izbrane  redke različice. Z oranžno dodatno označujemo aferentno pot zaznave interferona-β, saj so 
njej pogoste različice povezane z MS odkrile GWAS. Okvir »IFN-β« v zgornji vrsti označuje terapijo 
z interferonom-β pri bolnikih z MS. Vijolični okvir polja »HERV«  označuje odkritje dveh novih 
genomskih dejavnikov tveganja za MS v naši raziskavi (HERV inserciji v RASGRF2 in PTPRN2). 
Zelene in rdeče povezave nakazujejo na predominantno stimulativen oziroma zaviralen učinek. S 
črno je označena kompleksnejša povezava dolgotrajajoče razvade kajenja z odgovorom AHR (angl. 
aryl hydrocarbon receptor). S črtkano črto je označen vpliv UV oziroma vitamina D3, katerega vpliv 
na AHR še ni bil pokazan v kontekstu MS. 
Figure 15:  MS exposome overview and its relationship to the inflammasome. 
Displayed on top are the most relevant environmental risk factors for MS, and below are selected 
elements of the investigated inflammasome pathway. The elements where we found rare functional 
genetic variants are bolded in red. With orange, we mark the afferent interferon-β pathway as within 
its genes common risk variants were previously found by GWAS. »IFN-β« in the top row marks the 
use of oral interferon-β supplementation as a treatment for MS. The »HERV« field is bolded with 
purple to signify the discovery of two new HERV insertions associated with MS in the present study 
(within the RASGRF2 and PTPRN2 genes). Green and red connections signify the predominantly 
stimulatory and inhibitory effects, respectively. The more complex association between smoking and 
aryl hydrocarbon receptor (AHR) response is marked with a black line. The dotted green line signifies 
the only preliminary evidence for the association between vitamin D3 and AHR mediated response 
which has not yet been demonstrated in the context of MS. 
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V povezavi z analizo HLA lokusov bi bilo izboljšanje analize mogoče doseči tudi s 
povečanjem globine NGS sekvenciranja in s tem določitvijo zigotnosti preiskovancev in 
analizo HLA lokusov z aditivnim modelom. Globina sekveniranja je neposredno povezana 
s ceno preiskave, ki ob še vedno relativno visoki ceni WES ni zanemarljiv faktor. 
 
Cena preiskave je vplivala tudi na število obogatitvenih sond, ki jih je bilo možno izdelati 
po meri. Zaradi nizkega deleža genoma EBV v krvi preiskovancev količina obogatitvenih 
sond namenjena njegovi obogatitvi ni bila zadostna za analizo virusnega bremena. Manjše 
število branj, ki so se nedvoumno poravnala z referenčnim genomom virusa EBV, smo sicer 
izolirali pri nekaj preiskovancih, kar je potrdilo konceptualno ustreznost in potencial 
izbranega pristopa. Za uspešnost sekvenciranja genoma EBV v krvi preiskovancev hkrati z 
usmerjeno analizo delov človeškega genoma bo potrebna uporaba virusnih obogatitvenih 
sond v močno presežnih koncentracijah v primerjavi s sondami, ki ciljajo dele človeškega 
genoma. Tovrstna neodvisna titracija posameznih obogatitvenih sond v našem primeru ni 
bila mogoča zaradi omejitev proizvajalca, ki pri naročeni količini po meri zasnovanih sond 
slednje dobavlja le kot združene (angl. pooled) v enotnih koncentracijah. Obogatitev bi sicer 
zadoščala za sekvenciranje virusa HHV-6 (in ostalih z MS povezanih virusov) iz krvi 
preiskovancev s podedovano integracijo virusne DNA v genom, a takšnih preiskovancev 
med 102 preiskovanci vključenimi v prvo fazo raziskave ni bilo, kar smo potrdili z metodo 
qPCR. 
 
Izbrana metoda za določanje stopnje metilacije z NGS se je izkazala za problematično zaradi 
velike izgube v količini uporabnih DNA knjižnic na račun bisulfitne obdelave. Slednja 
povzroča dvojnoverižne prelome v verigi DNA, kar povzroči  nastanek segmentov DNA, ki 
jim na enem koncu manjka adapter (zaporedje, ki vključuje tudi mesto za vezavo začetnega 
oligonukleotida potrebnega za PCR ob koncu protokola priprave DNA knjižnic) in indeksno 
zaporedje, kar onemogoči njihovo pomnožitev s PCR in s tem uspešno sekveniranje. V 
našem primeru so omenjeni, sicer vedno prisotni problem, poslabševali še nekateri dejavniki: 
1. Majhnost tarče: Regije genoma izbranega za analizo so predstavljale le zelo majhen 
odstotek celotne genomske DNA pridobljene z izolacijo iz krvi, kljub temu da smo večino 
ciljanih CpG lokusov povezanih s kajenjem pokrili z dvema ali tremi DNA sondami za 
obogatitev genomske DNA (angl. tiling). Eden izmed ciljev razvoja nove metode je bila tudi 
njena ekonomska upravičenost, ki pa se z nakupom dodatnih DNA sond izdelanih po meri 
zmanjšuje. 2. Bisulfitni obdelavi je sledila priprava DNA knjižnic in njena obogatitev z DNA 
sondami: Tak vrstni red omogoča hkratno bisulfitno obdelavo vzorcev (DNA je že označena 
z indeksnimi zaporedji, ki omogočajo njihovo identifikacijo po sekvenciranju) in s tem 
manjšo verjetnost na obdelavo vezane pristranskosti. Poleg tega omogoča izdelavo 
obogatitvenih DNA sond tudi na CpG bogatih področjih genoma, kjer njihove metiliranosti 
ni mogoče predvideti – obogatitev po bisulfitni konverziji bi lahko ustvarila pristranskost 
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med preiskovanci glede na komplementarnost DNA sond, ki bi še ostala po bisulfitni 
konverziji (kako se zaporedje DNA segmentov spremeni po konverziji je odvisno od njihove 
metiliranosti, kar se med preiskovanci razlikuje in predstavlja merjeni parameter). 3. Med 
pripravo DNA knjižnice smo sledili Illumininemu protokolu in pripravili DNA segmente 
600 baznih parov: Omenjeno dolžino bi sicer lahko zmanjšali z modifikacijo protokolarnega 
koraka izbire velikosti segmentov, a so nam daljši segmenti DNA ustrezali, saj so ti zaželeni 
pri genotipizaciji HERV insercij, ki temelji na dosegu branj prek meje preloma, kateri je 
določen prav z dolžino branj. 
 
Problem dvojnoverižnih prelomov pripravljenih DNA knjižnic smo naslovili na več nivojih: 
1. Po prvem poskusu smo zamenjali laboratorijski kit za bisulfitno konverzijo, upoštevajoč 
primerjavo njihovih lastnosti na primerjalnih testih dostopnih v literaturi (Kint in sod., 2018). 
2. V protokolu proizvajalca smo znižali temperaturo vseh inkubacij z bisulfitom za 0,5 °C. 
To je sicer zmanjšalo stopnjo konverzije nemetiliranih citozinov iz pričakovane 99 % na 
96,2 %, a je zaradi enakovredne zastopanosti vseh skupin preiskovancev v posameznih DNA 
knjižnicah in zanemarljivih razlik v stopnji konverzij posameznih knjižnic primerjava 
stopnje metiliranosti med skupinami ostala enako relevantna. 3. V statistični analizi 
podatkov smo združili branja pripadajoča vsem preiskovancev iz skupine: To nam je sicer 
onemogočilo določitev kadilskega statusa posameznega preiskovanca, a je močno povišalo 
zanesljivost rezultatov in nam omogočilo nekatere druge izsledke. 
 
Izboljšanje omenjene metode bo mogoče predvsem z uporabo krajših segmentov DNA, kar 
bo zmanjšalo število dvojnoverižnih prelomov DNA ter z uporabo večjega števila 
obogatitvenih sond in količino vzorca genomske DNA. 
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Z inovativno aplikacijo tehnologije sekvenciranja nove generacije smo odkrili nove 
genomske dejavnike tveganja za MS: 1. V genih, ki so neposredno vpleteni v regulacijo 
inflamasoma, smo med bolniki z MS prvi dokazali povišano mutacijsko breme redkih 
funkcionalno pomembnih genetskih različic. 2. Genotipizirali smo v človeški populaciji 
nefiksirane insercije endogenih retrovirusov (HERV) in prvi identificirali inserciji v genih 
PTPRN2 in RASGRF2 kot pogostejši med bolniki z MS. 
  
Z epigenetsko analizo izbranih genomskih regij smo prikazali vpliv omenjenih HERV 
insercij na metiliranost sosednjih regij genoma ter pri bolnikih z MS prikazali vpliv kajenja 
na regulacijo gena AHR, ki znano vpliva na regulacijo inflamasoma. 
 
Z uporabo realno-časovnega kvantitativnega PCR in dizajnom lastnih začetnih nukleotidov, 
ki omogočajo detekcijo vseh sevov virusa EBV z objavljenim genomom, smo dokazali 
povišano stopnjo EBV viremije pri bolnikih z družinsko obliko MS. 
 
Na podlagi smiselne umestitve dobljenih rezultatov v inflamasomsko regulatorno pot smo 
izpostavili nove za etiologijo MS potencialno pomembne biološke mehanizme in s tem 
potrdili naše hipoteze. Na podlagi pregleda znanstvene literature in ugotovljene povezanosti 
inflamasoma z vsemi preučevanimi dejavniki tveganja predlagamo inflamasom kot osrednje 
stičišče oziroma integrator posameznih dejavnikov tveganja za MS.  
 
Rezultati raziskovalnega dela so nas pripeljali tudi do novih delovnih hipotez, ki jih bomo 
lahko preverili z nadaljnjim delom na večjem vzorcu preiskovancev. Predvsem sta v dosegu: 
1. Opredelitev pomembnosti redkih funkcionalno pomembnih različic v poti POLR3-RLR-
MAVS za odziv celice na DNA zaporedja HERV in EBV. 2. Potrditev pomembnosti HERV 
insercije v genu RASGRF2 in opredelitev njene penetrance.   
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Multipla skleroza (MS) je kronična vnetna demielinizacijska in nevrodegenerativna bolezen 
centralnega živčnega sistema (CŽS). Velja za neozdravljivo bolezen in predstavlja enega 
izmed poglavitnih vzrokov za invalidnost mladih odraslih v razvitem svetu. Etiologija MS 
še ni poznana, znano pa je, da gre za multifaktorsko bolezen, ki se razvije kot posledica 
prispevka dednih dejavnikov, dejavnikov okolja in njihovega medsebojnega vplivanja. 
Dosedanje raziskave dednih dejavnikov so odkrile številne pogoste genetske različice, ki pa 
skupaj pojasnijo le manjši delež heritabilitete MS. Možne kandidate za pojasnitev 
manjkajoče heritabilitete pri multifaktorskih boleznih predstavljajo v populaciji redke 
genetske različice, katerih preučevanje nam je v zadnjem času omogočila tehnologija 
sekvenciranja naslednje generacije (NGS). V luči naših preteklih odkritij in ostalih dokazov 
za pomembnost inflamasoma za MS smo postavili hipotezo, da redke kodirajoče genetske 
različice vplivajo na funkcionalnost in interakcije proteinov vpletenih v regulacijo 
inflamasoma, kar pri posamezniku poviša tveganje za MS.  
 
MS je znano povezana z izražanjem humanih endogenih retrovirusov (HERV), ki 
predstavljajo 8 % celotnega človeškega genoma. Nedavno so v znanstveni literaturi objavili 
več lokusov, na katerih so insercije HERV zaporedij prisotne pri le določenih posameznikih. 
Te predstavljajo do sedaj neraziskano genetsko raznolikost pri človeku, ki je zanimiva v 
kontekstu s HERV-povezanimi boleznimi, kot je MS. Med okoljskimi dejavniki tveganja za 
MS je najvidnejša okužba s herpes virusom 4, poznanim tudi kot virus Epstein-Barr (EBV). 
Med dokazano pomembne dejavnike pa prištevamo še kajenje. Cilj naše raziskave je 
predstavljalo iskanje manjkajoče heritabilitete MS in integracija na novo odkritih genomskih 
dejavnikov tveganja z znanimi ekspozomskimi. 
 
V raziskavo smo vključili preiskovance, ki so bili razvrščeni v eno izmed treh skupin: 
preiskovanci s sporadično obliko MS (skupina MSS), preiskovanci z družinsko oziroma 
familiarno obliko MS (MSFAM), kontrolni preiskovanci (skupina KONTR). Osnovno 
metodo v raziskavi je predstavljala metoda sekvenciranja celotnega eksoma (WES), ki 
temelji na tehnologiji NGS. WES nam je omogočila odkrivanje izjemno redkih različic v 
panelu 62 genov, ki znano vplivajo na regulacijo inflamasoma, ter genotipizacijo HLA 
lokusov DRB1*15:01 in HLA-A*02:01 pri 319 preiskovancih. Pri primerjavi mutacijskega 
bremena med skupinami preiskovancev smo upoštevali obtežitev različic na podlagi njihove 
frekvence v podatkovni bazi “gnomAD” ter njihove ocene z algoritmom za napovedovanje 
njihove funkcijske pomembnosti CADD. V prvi fazi smo na 102 preiskovancih z v ta namen 
razvito ciljano NGS metodo sistematično določili frekvenco HERV insercij na 20 znano 
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polimorfnih lokusih in za dva, ki sta dosegla značilno obogatitev med bolniki z MS, 
preiskavo razširili na 253 preiskovancev z uporabo PCR dolgega dosega. Zanje smo z 
metodo realno-časovne kvantitativne PCR določili tudi prisotnost oziroma število kopij 
genoma EBV v DNA izolirane iz celotne periferne krvi preiskovancev. Epigenetske analize 
stopnje metilacije znano s kajenjem povezanih CpG lokusov smo opravili na 102 
preiskovancih. 
 
Glavne rezultate raziskave predstavljajo: Odkritje statistično značilno povišanega 
mutacijskega bremena redkih funkcijskih različic v inflamasomski poti pri preiskovancih z 
MS, pri čemer se breme med skupinama MSS in MSFAM ni razlikovalo. S sistematično 
genotipizacijo v populaciji nefiksiranih insercij endogenih retrovirusov smo identificirali 
inserciji v genih PTPRN2 in RASGRF2 kot dedna dejavnika tveganja za MS, pri čemer je 
bila povišana prisotnost insercije v RASGRF2 značilna le za skupino MSFAM. Na 
preiskovancih vključenih v raziskavo smo potrdili povezanost alela HLA-DRB1*15:01 z 
MS in odkrili njegov sinergični učinek z odsotnostjo protektivnega alela HLA-A*02:01. V 
krvi bolnikov z družinsko obliko MS smo v primerjavi s kontrolnimi preiskovanci statistično 
značilno pogosteje odkrili virus Epstein-Barr in v isti skupini preiskovancev dokazali 
povišano število kopij virusa v krvi. Povezav med preiskovanimi genomskimi dejavniki 
tveganja in EBV viremijo nismo zaznali. Vsak preiskovani dejavnik je ob njegovi vključitvi 
v model zgrajen z učnimi drevesi izboljšal njegovo napovedno vrednost statusa MS. 
 
Na podlagi pregleda znanstvene literature smo prikazali učinek kajenja na vsakega izmed 
preučevanih dejavnikov tveganja in vse najvidnejše okoljske in genomske dejavnike 
tveganja za MS umestili v inflamasomko regulatorno pot. Na podlagi dokazane povezanosti 
inflamasoma z vsemi preučevanimi dejavniki, predlagamo inflamasom kot osrednje stičišče 





Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory and neurodegenerative disease of the 
central nervous system (CNS). To date there is no effective treatment and, due to its 
debilitating physical and cognitive symptoms, MS is the most common cause for disability 
of young adults in the developed world. While the etiology of MS is yet to be elucidated, it 
is known to be a multifactorial disease, which develops as a consequence of genetic and 
environmental risk factors and their interaction. GWA studies performed to date have 
discovered numerous common genetic variants, which collectively do not explain the 
observed heritability of the disease. One plausible candidate for the explanation of missing 
heritability in multifactorial diseases are exceedingly rare genetic variants whose detection 
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is now enabled by the next-generation sequencing technology (NGS). In the light of our 
previous research results and existing evidence linking inflammasome to MS, we 
investigated the mutational burden in the genes comprising the inflammasome regulatory 
network. 
 
MS has been associated with increased transcription of human endogenous retroviruses 
(HERV) which constitute around 8 % of the human genome. Recently, several genomic loci 
with populationally unfixed HERV insertions were published. These represent an 
uncharacterized source of human genetic variability, which is interesting in the context of 
HERV associated diseases, such as MS. The most prominent environmental MS risk factors 
are infection with Epstein-Barr virus (EBV) and smoking. The aim of our research was the 
search for missing heritability of MS and the integration of newly found genetic risk factors 
with the known environmental ones. 
 
Probands included in the research belonged to either of the three groups: Probands with 
sporadic MS (MSS), probands from families with multiple affected members (MSFAM), 
and ethnically matched control group. We employed whole exome-sequencing (WES) which 
is based on NGS technology as our main experimental method. The method enabled us to 
genotype all genetic variants in the panel of 62 genes which are known to be associated with 
the regulation of NLRP1/NLRP3 inflammasome. Additionally, we used bioinformatics tools 
to obtain the genotypes of the main risk and protective HLA alleles for MS: DRB1*15:01 
and HLA-A*02:01. These two methods were applied to all 319 probands. Mutational burden 
analysis was weighted with populational variant frequency obtained from the “gnomAD” 
database and with the results of variant pathogenicity prediction algorithm: CADD. In the 
first phase of the research, we employed and additional method, a custom-designed targeted 
NGS, to systematically genotype 20 populationally unfixed HERV insertions on 102 
probands. Two HERV insertions (located in the introns of RASGRF2 and PTPRN2 genes) 
were enriched amongst the MS probands and were genotyped on additional probands (total 
of 253) using the long-range PCR, which confirmed their significant association with MS. 
For the same set of 253 probands, we performed a quantitative estimation of EBV viremia 
using the real-time qPCR method. Epigenetic analysis of differential methylation of CpG 
loci known to be associated with smoking status was performed on 102 probands. 
 
We have discovered a significantly increased rare variant burden in the inflammasome 
regulatory genes of patients with MS, which was most prominent for the exceedingly rare 
variants that were scored highly by the pathogenicity prediction algorithm. These variants 
support the overall importance of inflammasome and its regulation by interferon-β and 
auto/mitophagy to the etiology of MS. In the present study, we report insertion allele 
frequencies for 20 unfixed HERV-K insertions and demonstrate two of them to be 
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overrepresented among the patients with MS, compared to the control cohort. The HERV-K 
sequence within the RASGRF2 gene was detected only in the heterozygous state and was 
overrepresented only in the MS patients from families with multiple affected members. The 
HERV-K sequence inserted within the PTPRN2 gene was overrepresented in both familial 
and sporadic MS patients, in both heterozygous and homozygous state, and was associated 
with MS according to the log-additive model applied. Both insertions were present as solo 
LTRs located within the intronic sequences of the respected genes. We describe an additive 
synergic effect between the presence of DRB1*15:01 and the absence of HLA-A*02:01 
alleles in the investigated population. The analysis of EBV viremia showed a significant 
increase of EBV presence in the blood of MSFAM probands, however, the one amongst 
MSS was similar to the control group. Both MSS and the control group displayed a trend in 
which EBV viremia increased with probands' age at blood draw. We did not find any 
significant correlation between the level of EBV viremia and the investigated genomic risk 
factors. In the joint analysis of all measured MS risk factors, each of them contributed to the 
accuracy of the decision tree models. 
 
Based on the documented interactions of the NLRP1/NLRP3 inflammasome pathway with 
other MS risk factors and interferon-β afferent and efferent pathways, we propose 
inflammasome as the central integrator of genomic and environmental risk factors for MS 
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